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RESUMO

Giardia intestinalis € um protozoario flagelado responsavel pela giardiase, uma das
infeccbes diarreicas intestinais mais comuns mundialmente, especialmente em
regides com saneamento inadequado. A interagao entre G. intestinalis e as células do
hospedeiro envolve mecanismos complexos, incluindo a liberagdo de vesiculas
extracelulares (VEs), particulas de bicamada lipidica que atuam na comunicagao
celular via transporte de biomoléculas. Este estudo investigou os mecanismos
diferenciais de “uptake” de VEs derivadas de G. intestinalis (QEVs), das células
hospedeiras (hEVs) e das vesiculas formadas durante a interag&o parasita-hospedeiro
(intEVs) em células intestinais Caco-2. Os resultados demonstraram que as intEVs
sao internalizadas mais rapidamente. Para elucidar as vias de internalizagao, foram
aplicados diversos inibidores de endocitose, incluindo MDC, genisteina, EIPA e
Dynasore. As analises revelaram que as gEVs utilizam predominantemente vias
dependentes de dinamina e clatrina, sendo independentes de caveolas e balsas
lipidicas, mas moduladas por sinalizacdo de tirosina quinase e macropinocitose. Em
culturas 3D de Caco-2 e HT-29, a interacdo com VEs resultou na quebra da barreira
epitelial, evidenciada pela reducao na resisténcia elétrica transepitelial (TEER) e
aumento da permeabilidade paracelular. Analises Omicas revelaram diferencas
marcantes entre os subtipos de VEs. A lipiddmica indicou uma maior abundancia de
esfingolipidios e colesterol nas intEVs, sugerindo um papel na modulagao da fuséo e
internalizacao dessas vesiculas. A protebmica demonstrou que, nas primeiras 1 hora
de interagdo, as intEVs apresentaram maior expresséo de proteinas associadas a
adesao e remodelamento do citoesqueleto, como integrinas e actinas, enquanto apos
24 h, foram observadas proteinas relacionadas a evasao imunoldgica e modulagao de
resposta inflamatdria, como galectinas e proteinas de choque térmico. Por outro lado,
as gEVs mostraram enriquecimento em proteinas de viruléncia nas fases iniciais,
enquanto as hEVs apresentaram proteinas associadas a resposta ao estresse celular
em 24 h. Estas descobertas oferecem novos alvos terapéuticos para mitigar os efeitos
da giardiase e aprofundam a compreensdo do papel das VEs na modulagéo da
barreira intestinal e na persisténcia do parasita.

Palavras-chave: Giardia intestinalis; Vesiculas extracelulares; Interagdo patdégeno-
hospedeiro; Uptake; Mecanismos de endocitose.



ABSTRACT

Giardia intestinalis is a flagellated protozoan responsible for giardiasis, one of the most
common intestinal diarrheal infections worldwide, especially in regions with inadequate
sanitation. The interaction between G. intestinalis and host cells involves complex
mechanisms, including the release of extracellular vesicles (EVs), lipid bilayer particles
that act in cellular communication via the transport of biomolecules. This study
investigated the differential mechanisms of “uptake” of G. intestinalis-derived EVs
(gEVs), host cell-derived EVs (hEVs), and vesicles formed during the parasite-host
interaction (intEVs) in Caco-2 intestinal cells. The results demonstrated that intEVs are
internalized more rapidly. To elucidate the internalization pathways, various
endocytosis inhibitors were applied, including MDC, genistein, EIPA, and Dynasore.
The analyses revealed that gEVs predominantly utilize dynamin- and clathrin-
dependent pathways, being independent of caveolae and lipid rafts, but modulated by
tyrosine kinase signaling and macropinocytosis. In 3D cultures of Caco-2 and HT-29,
interaction with EVs resulted in the disruption of the epithelial barrier, evidenced by a
reduction in transepithelial electrical resistance (TEER) and increased paracellular
permeability. Omic analyses revealed striking differences between the EV subtypes.
Lipidomics indicated a higher abundance of sphingolipids and cholesterol in intEVs,
suggesting a role in the modulation of fusion and internalization of these vesicles.
Proteomics showed that, within the first hour of interaction, intEVs exhibited higher
expression of proteins associated with adhesion and cytoskeletal remodeling, such as
integrins and actins, while after 24 hours, proteins related to immune evasion and
modulation of inflammatory response, such as galectins and heat shock proteins, were
observed. In contrast, gEVs showed enrichment in virulence proteins in the early
stages, while hEVs displayed proteins associated with cellular stress response after
24 hours. These findings offer new therapeutic targets to mitigate the effects of
giardiasis and deepen the understanding of the role of EVs in modulating the intestinal
barrier and parasite persistence.

Keywords: Giardia intestinalis; Extracellular vesicles; Host-Pathogen interaction;
“‘uptake”; Endocytosis mechanism.
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1 INTRODUGAO

Giardia intestinalis (também conhecida como G. lamblia ou G. duodenalis) € um
dos parasitas flagelados intestinais mais comuns, responsavel por causar giardiase,
uma das doengas diarreicas parasitarias mais prevalentes mundialmente (Adam,
2001; Mekonnen & Ekubagewargies, 2019; Certad et al., 2017). As infecgbes
parasitarias intestinais representam um grande desafio a saude publica, afetando
cerca de 3,5 bilhdes de pessoas em todo o0 mundo e resultando em quadros clinicos
sintomaticos em aproximadamente 450 milhdes de individuos (Okyay et al., 2004).
Predominantes em paises em desenvolvimento e em regides socio economicamente
desfavorecidas, contribuindo para um elevado numero de 6bitos anuais (Hailegebriel,
2017).

Este protozoario flagelado é transmitido pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados contendo cistos, a forma infectiva do parasita, ou pelo contato fecal-
oral direto. Apos a ingestdo, os cistos se transformam em trofozoitos dentro do
intestino do hospedeiro, os quais se aderem fortemente ao epitélio intestinal levando
a danos intestinais e diarreia (Adam, 2001; Einarsson; Ma'ayeh; Svard, 2016). Embora
muitos casos sejam assintomaticos, a giardiase aguda pode manifestar sintomas que
normalmente se resolvem em duas a quatro semanas; no entanto, condi¢des cronicas
podem se desenvolver para resisténcia a medicamentos ou outros fatores ainda nao
bem compreendidos (Motta et al., 2002). A patogénese da doenca é multifatorial, entre
estes, a capacidade do parasita de aderir, colonizar e romper o epitélio intestinal se
destaca como um dos contribuintes mais importantes para os sintomas
gastrointestinais. Apesar da eficacia, os agentes quimioterapicos contra G. intestinalis
demonstraram falhas em até 5%-40% dos casos. Além disso, a resisténcia tem sido
associada em doencas crénicas (Arguello-Garcia et al., 2020).

G. intestinalis foi inicialmente descrita por Van Leeuwenhoek em 1681. Esse
protozoario apresenta um metabolismo anaerdbico e uma biologia peculiar em
comparagao com outros eucariotos, caracterizando-se pela auséncia de mitocondrias
e por um complexo de endomembranas pouco desenvolvido (Adam, 2021).

Estudos recentes tém destacado o papel das vesiculas extracelulares (VEs) na
facilitagdo do processo de adesao celular (Evans-Osses et al., 2017). As VEs séo
nanoparticulas envoltas por uma bicamada lipidica e classificadas em dois grupos
com base em seu tamanho e biogénese: exossomos e microvesiculas. Exossomos,

com menos de 150 nm, derivam do sistema endossomal como vesiculas intraluminais
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dentro dos corpos multivesiculares, enquanto microvesiculas, com diametro entre 150
e 1000 nm, sao formadas do brotamento da membrana plasmatica (Colombo, Raposo
e Théry, 2014). Essas VEs carreiam diversas biomoléculas, incluindo proteinas,
acidos nucleicos, lipidios e agucares derivados célula de origem, desempenhando um
papel crucial na comunicacao intercelular.

Entender os mecanismos pelos quais as VEs sao internalizadas pelas células
hospedeiras € crucial para o desenvolvimento de novas terapias. O “uptake”, o
processo pelo qual as células internalizam VEs, continua sendo um assunto de estudo
intenso. Embora a endocitose seja proposta como a principal via para internalizacao
de VEs por células hospedeiras (Svensson et al., 2013), outros mecanismos podem
ser utilizados como: ligagao a receptores na superficie, macropinocitose, fagocitose
ou fusado direta com a membrana plasmatica, sao vias exploradas para o “uptake” de
VEs (Mulcahy, Pink e Carter, 2014).

Neste trabalho, investigamos os mecanismos de internalizagcédo (“‘uptake”) e
comunicacao das VEs durante a interacédo entre G. intestinalis e células intestinais
Caco-2. Analisamos a natureza lipidica e proteica dessas vesiculas e estabelecemos
um modelo de cultura celular 3D para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas contra giardiase.

1.1 OBJETIVOS
Objetivo geral

Compreender os mecanismos de internalizacédo (“‘uptake”) das vesiculas
extracelulares (VEs) de G. intestinalis pelas células hospedeiras e avaliar seus efeitos
fenotipicos, com o objetivo de desenvolver estratégias para bloquear ou inibir a

infecgao.

Objetivos especificos

Caracterizar a biogénese das VEs liberadas por G. intestinalis, células
hospedeiras (Caco-2) e durante a interagdo parasito-hospedeiro, incluindo a
identificacdo de subpopulacdes e composicao molecular;

Determinar os mecanismos de internalizacéo (“‘uptake”) das VEs em células
hospedeiras, identificando as vias endociticas especificas envolvidas (clatrina,
caveolina, macropinocitose, fusdo direta) por meio de inibidores especificos de

endocitose;
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Comparar a internalizagéo de diferentes tipos de VEs — vesiculas originadas do
parasito G. intestinalis (gEV), vesiculas liberadas pelas células Caco-2 ou células
hospedeiras (hEV) e vesiculas de interagdo entre G. intestinalis e células Caco-2
(intEV), em culturas de células Caco-2 em sistemas 2D, avaliando possiveis
diferencas na cinética e eficiéncia de “uptake”;

Avaliar o conteudo lipidico e proteico das diferentes VEs por meio de
espectrometria de massa e HTLC, identificando biomoléculas associadas a viruléncia
e interagao patdégeno-hospedeiro;

Investigar o impacto das VEs na integridade da barreira epitelial intestinal,
analisando alteracdes fenotipicas em culturas 3D de células Caco-2;

Explorar estratégias terapéuticas baseadas no bloqueio do “uptake” das VEs,
testando inibidores endociticos e avaliando o efeito sobre a adeséo e infecgdo de G.

intestinalis em células hospedeiras.

1.2 JUSTIFICATIVA

G. intestinalis libera vesiculas extracelulares (VEs) que aumentam a adeséao
as células hospedeiras. Essas VEs contém diversas proteinas associadas a viruléncia
e a interacdo patdégeno-hospedeiro, contribuindo significativamente para a
patogénese da doenca. A infecgado por G. intestinalis é caracterizada principalmente
por episddios frequentes de diarreia autolimitada. No entanto, em contextos de
pobreza, a infeccdo pode se tornar mais grave, estando associada a desnutrigédo, a
resisténcia aos tratamentos convencionais e, em casos extremos, a morte,
especialmente em criancas. Diante dessas evidéncias, nossa proposta € compreender
como as vesiculas liberadas pelo parasita interagem e sao internalizadas pelas células
hospedeiras, com o objetivo de desenvolver estratégias que bloqueiem e/ou inibam o
efeito dessas vesiculas, impedindo a infecgdo por G. intestinalis. O avango no
conhecimento sobre a biologia celular e a patogénese do parasita podera contribuir
para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas mais eficazes para o

controle da doencga, especialmente em populagdes vulneraveis.



19

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 G. INTESTINALIS E GIARDIASE

Giardia intestinalis (sin. G. duodenalis ou G. lamblia) € um protozoario
anaerdbio, microaerofilo unicelular, flagelado e eucariético. E o agente etiolégico da
giardiase, conhecida como diarreia do viajante, uma das infec¢cbes diarreicas
parasitarias mais comuns mundialmente, afetando milhdes de pessoas (Ankarklev et
al., 2010), estima-se que ocorram cerca de 280 milhdes de novos casos anualmente
(Lane & Lloyd, 2002), com cerca de 500.000 mortes registradas a cada ano (Hajare,
Chekol & Chauhan, 2022). Esse parasita infecta o intestino de diversos vertebrados,
incluindo aves, anfibios e mamiferos, como os seres humanos (Adam, 2021). A
doenca € mais prevalente em paises em desenvolvimento, onde a precariedade das
condigdes sanitarias, especialmente no tratamento de agua e esgoto, favorece sua
disseminagao (Einarsson, Ma’ayeh, Svard, 2016). Devido ao impacto significativo
dessa doenca em regides com baixa condicdo socioecondmica, a Organizagéo
Mundial da Saude a incluiu a giardiase no grupo de Doencgas Negligenciadas (Savioli
et al., 2006).

G. intestinalis apresenta uma grande diversidade genética e € dividido em oito
assemblages (A — H), que, embora morfologicamente idénticas, possuem diferencas
genéticas significativas. Os gendtipos A e B sdo os principais responsaveis pelas
infeccées em humanos (Caccid e Ryan, 2008).

O parasito apresenta um ciclo biolégico simples, com dois estagios evolutivos:
trofozoitos e cistos. Os trofozoitos séo a forma replicativa e nao infecciosa, presentes
no intestino delgado, enquanto os cistos representam a forma resistente, permitindo a
sobrevivéncia do parasita em diferentes condigbes ambientais (Adam, 2001). A
infecgdo inicia-se com a ingestdo de cistos por meio de agua ou alimentos
contaminados, ou pelo contato direto fecal-oral. No estdmago, a acidez ativa a
excistagdo, onde o cisto se rompe e libera 2 excizoitos, que rapidamente originam 2
trofozoitos binucleados méveis no intestino delgado (Adam, 2001; Bernander; Palm &
Svard, 2001). Esses trofozoitos colonizam a mucosa intestinal, multiplicam-se e, ao
serem expostos a fatores como alta concentragao de bile e privagdo de colesterol,
iniciam o encistamento. Durante esse processo, os trofozoitos perdem a motilidade e
secretam proteinas da parede cistica (CWP), formando cistos resistentes que no
intestino grosso e séo eliminados nas fezes, permitindo a continuidade do ciclo (Lujan,
Mowatt & Nash, 1997; Lauwaet et al., 2007; Escobedo et al., 2014).
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Em relagéo a biologia do parasito, G. intestinalis foi inicialmente considerada
um dos primeiros eucariotos divergentes devido a auséncia de organelas tipicas,
como mitocéndrias, complexo de Golgi e peroxissomos. No entanto, estudos sugerem
que essa caracteristica é resultado de uma perda secundaria evolutiva dessas
estruturas, e ndo de uma divergéncia de um ancestral eucarionte anterior a aquisigao
dessas organelas (Embley & Hirt, 1998; Ye et al., 2017; Cernikova et al., 2018). Este
protozoario que apresenta organelas organizadas em pares, incluindo dois nucleos
diploides, mitossomos (estruturas semelhantes a mitocondrias) e o disco ventral
(Arguello-Garcia et al., 2020), além de 4 pares de flagelos. O disco ventral, composto
por microtubulos e microfilamentos, desempenha um papel crucial na adesédo do
parasita ao hospedeiro. O metabolismo energético de Giardia € anaerdbico, sem a
presenca de fosforilacao oxidativa mediada por citocromo, sendo a glicose a principal
fonte de energia para o organismo (Adam, 2021). O parasita também apresenta um
sistema simplificado de endomembranas, composto por compartimentos como o
reticulo endoplasmatico, vesiculas periféricas (VP) e vesiculas especificas de
encistamento (VEE), essas ultimas observadas apenas em parasitos em processo de
encistamento (Cernikova et al., 2018; Midlej et al., 2019). Além disso, o parasito utiliza
um mecanismo de variagao antigénica, no qual modifica a expressao de suas
proteinas de superficie (VSPs), permitindo a persisténcia da infeccao e facilitando a
reinfeccao do hospedeiro (Prucca et al., 2008).

A prevaléncia da giardiase varia conforme o nivel de desenvolvimento do pais.
Em paises desenvolvidos, estima-se que a infecgdo atinja 2-5% da populacao,
enquanto em paises em desenvolvimento, essa taxa pode chegar a 20-30% (Sousa
et al., 2006). A infeccédo por Giardia € uma das principais causas de diarreia, sendo
mais frequente em criangas menores de dois anos (Lalle, 2010). Estudos indicam que,
entre criangas de 12 a 24 meses em paises em desenvolvimento, Giardia é o segundo
agente etioldgico mais comum, ficando atras apenas de Campylobacter spp. (Platts-
mills et al., 2015). No Brasil, a infec¢do esta presente em todas as regides, mas nao
ha levantamentos nacionais sobre sua prevaléncia. Estudos locais apontam taxas que
variam de 26,9% a 78,3%, dependendo da regido analisada (De Carvalho et al., 2006;
Pittner et al., 2007; Coelho et al., 2017).

O diagnéstico da giardiase é realizado principalmente pela detecgao de cistos
nas fezes por microscopia, com técnicas de coloracao para facilitar a identificacao

(Koehler et al., 2014). Métodos mais avangados incluem microscopia de fluorescéncia,



21

imunocromatografia, ELISA e a pesquisa de anticorpos, que apresenta menor
sensibilidade e especificidade (Paniker, 2013). A PCR tem sido utilizada para
identificacdo dos diferentes gendtipos de Giardia spp, auxiliando no estudo
epidemioldgico da infecgao (Feng & Xiao, 2011), principalmente na analise de aguas
contaminadas.

O tratamento da doenga € baseado no uso de agentes antiparasitarios. Foi
iniciado com metronidazol, muito toxico e onde houve relatos de resisténcia.
Posteriormente foi estendido para tinidazol, albendazol e nitazoxanida. A escolha do
medicamento depende de fatores como idade do paciente, preseng¢a de comorbidades
e tolerdncia ao farmaco (Paniker, 2013). Embora amplamente utilizados, esses
medicamentos sao frequentemente associados a efeitos colaterais adversos e casos
de resisténcia parasitaria (Leitsch, 2015; Arglello-Garcia et al., 2020), o que pode

comprometer sua eficacia terapéutica.

Figura 1 — Formas evolutivas e ciclo biolégico de G. intestinalis
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A) Morfologia dos trofozoitos e (B) cistos de G. intestinalis. (C) Representacao do ciclo
biolégico do parasita nas suas formas evolutivas. Figura adaptada de Ankarklev et al.,
2010.
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2.2 FISIOPATOLOGIA DA DOENGCA

As manifestagdes clinicas da G. intestinalis séo muito variaveis entre os
individuos infectados e costuma ser assintomatica na maioria dos casos (Solomons,
1982). Dentre as caracteristicas clinicas da infeccéo, as que se destacam sao: dor
abdominal, nausea, vomito, perda de peso (Eckmann, 2003), inchago, diarreia com ou
sem a sindrome de ma absorgao, disbiose, desidratacdo, ma digestao, flatuléncia,
esteatorréia, urticaria e sensibilidade contra os antigenos alimentares (Prisco et al.,
1998). A giardiase tende a ser autolimitante em individuos imunocompetentes,
entretanto, em criangas, a infeccdo aguda pode ocasionar anorexia, falhas no
crescimento fisico e cognitivo e no estado nutricional (Berkman et al., 2002). A
fisiopatologia da giardiase ocorre quando trofozoitos se aderem no epitélio intestinal.
Além disso, a infeccdo € multifatorial e envolve fatores ligados ao parasito e
hospedeiro. A doenca também pode estar associada a disturbios gastrointestinais
crénicos como a Sindrome do Intestino Irritado (Sll), aliados ou n&o a patologias extra
intestinais ainda que os parasitos permanegam no interior do trato gastrointestinal
(Dizdar, Gilja & Hausken, 2007; Cotton, Beatty & Buret, 2011).

Paralelamente a adesao dos trofozoitos as células epiteliais, ocorre uma série
de eventos os quais se interligam na producéo da diarreia, assim, incluimos a alta taxa
de apoptose dos enterécitos, a disfuncdo da barreira intestinal, o encurtamento da
borda em escova das microvilosidades, acompanhados ou ndo da atrofia das
vilosidades, as deficiéncias de dissacaridases, a ativacao de linfécitos do hospedeiro,
a hipersecrecao de anion e o aumento do transito intestinal, exemplificam os estagios
da disfungéo intestinal (Buret, Gall & Olson, 1991; Wolfe, 1992; Cotton et al., 2011). O
aumento da permeabilidade intestinal mediado pelo parasito € resultado das
alteracdes ocorrentes nos complexos juncionais apicais, que inclui interrupgcdes de F-
actina, ZO-1, claudina-1 e g-actina, um dos componentes do anel de actomiosina que
regula o fluxo paracelular (Scott et al., 2004; Troeger et al., 2007; Maia-Brigagéo,
Morgado-diaz & Souza, 2012). Durante a infecgao pode ocorrer a redugao da area
total de absorcao, seguida ou nao da atrofia das vilosidades, o que representa um
fator importante para diarreia via ma-absor¢do de vitamina B12, ferro, sédio, zinco,
vitaminas lipossoluveis e ma-digestdo (Solaymani-Mohammadi & Singer, 2011). De
acordo com Troeger e colaboradores (2007) pacientes com giardiase cronica séo
caracterizados por apresentam reducdo na area da superficie duodenal e este

processo, assim como a deficiéncia de dissacaridases microvilares sdao mediados por
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linfocitos CD8+ ativados, corroborando com a hipétese de que a imunopatologia
mediada pela Giardia ocorre secundariamente ao rompimento da barreira intestinal,

aliados ou nao a presenca de toxinas vindas do parasito (Scott, Yu & Buret, 2004).

2.3 VESICULAS EXTRACELULARES
Biogénese de vesiculas extracelulares

Vesiculas extracelulares (VEs) s&do nanoparticulas compostas por uma
bicamada lipidica, liberadas das células para o ambiente extracelular em diferentes
organismos e tipos de células (Colombo, Raposo e Théry, 2014; Marcilla et al. 2012).
De acordo as diretrizes do MISEV, minimal information for studies of extracellular
vesicles - 2018, as VEs sao classificadas de acordo com seu tamanho e biogénese
em: microvesiculas ou ectossomos, exossomos e corpos apoptéticos (Théry et al.,
2018). Os exossomos, ou small extracellular vesicles (SEVs), possuem um didmetro
inferior a 150 nm e s&o vesiculas intraluminais (VILs) formadas durante a maturagao
dos corpos multivesiculares (CMVs). Esse processo envolve o complexo ESCRT
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport), um conjunto de proteinas que
coordenam o brotamento da membrana endossomal para formar as vesiculas dentro
dos CMV (Colombo et al. 2014). Uma vez formados, os exossomos sao liberados para
o espaco extracelular fusionando os CMV com a membrana plasmatica. Ja as
microvesiculas, ou large extracellular vesicles (LEVs), geralmente tém didametro entre
150 a 1000 nm, e se formam através do brotamento direto da membrana plasmatica.
Esse processo € desencadeado pelo aumento de calcio intracelular, ativando a
calpaina e promovendo a clivagem da actina. Além disso, a scramblase é ativada,
enquanto as flipases e flopases sao inibidas (Akers et al. 2013). Isso facilita a
formagao de protuberancias na membrana, que se soltam, promovendo a formacéao
dessas vesiculas.

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém demonstrado que as VEs atuam
como um sistema de comunicagao célula a célula envolvido na transferéncia de
biomoléculas, incluindo proteinas, acidos nucleicos, lipidios e agucares, entre células
produtoras e receptoras, podendo modular o comportamento da célula receptora e
modificar processos fisiolégicos e patoldgicos (Raposo & Stoorvogel, 2013; El
Andaloussi et al., 2013; Radler et al., 2023).

Especialmente em doengas crénicas como no cancer, um crescente numero de
evidéncias indica que as VEs exercem fungdes essenciais na propagagao tumoral.

Por exemplo, no estabelecimento de um nicho pré-metastatico ou metastatico (Becker
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et al., 2016; Sohal & Kasinski, 2023) e promogé&o a angiogénese (Sanchez-Alonso et
al.,, 2018). Ja em doencas infecciosas, as VEs estao relacionadas a evasao
imunoldgica (Rodrigues et al., 2008; Ramirez et al., 2017), disseminagao de fatores
de viruléncia (Szempruch et al., 2016) e modulagdo das respostas imunes do
hospedeiro (Robbins & Morelli, 2014; Thompson et al., 2016; Yin et al., 2020). No
contexto das doengas infecciosas, as VEs tém sido amplamente associadas a
persisténcia do patégeno e a evasao da resposta imune do hospedeiro. Diversos
estudos demonstram que essas vesiculas podem atuar como mediadoras da
comunicagao intercelular (Schorey et al., 2015; Coakley et al., 2017). Nos topicos a
seguir, exploraremos com mais profundidade como as vesiculas extracelulares

participam da interagao patégeno-hospedeiro.

“Uptake” de vesiculas extracelulares

O “uptake” de VEs refere-se ao processo pelo qual as células capturam e
internalizam essas estruturas membranosas liberadas por elas mesmas ou por outras
células. Esse fenbmeno desempenha um papel essencial na comunicacao
intercelular. A principal via de internalizagdo descrita de VEs é mediada por
endocitose, no entanto, outros mecanismos também podem estar envolvidos, como,
macropinocitose, fagocitose, interagao mediada por receptores de superficie ou fusao
direta das VEs com a membrana plasmatica (Mulcahy, Pink & Carter, 2014; Mathieu
et al., 2019). O “uptake” de VEs tem sido relatado em diversos modelos e tipos
celulares, embora sem a especificacdo detalhada da via de internalizagédo envolvida,
incluindo: células endoteliais incorporam exossomos de Plasmodium (Yang et al.,
2017), enquanto células intestinalis internalizam VEs de G. intestinalis (Gavinho et al.,
2020). E macrofagos internalizam VEs de T. gondii, Fasciola hepatica e Cryptococcus
gattii (Bielska et al., 2018; Li et al., 2018; de la Torre-Escudero et al., 2019)

A endocitose mediada por clatrina (EMC) tem sido considerada o principal
mecanismo de internalizagdo celular e envolve a formagéo de vesiculas recobertas
por clatrina que se desprendem da membrana plasmatica para transportar cargas
especificas ao meio intracelular. Esse processo inicia-se com o recrutamento de
adaptadores como AP-2, que reconhecem sinais especificos em proteinas
transmembranares e promovem o acoplamento da clatrina. A montagem da estrutura
reticulada de clatrina gera uma curvatura progressiva na membrana, formando uma

vesicula recoberta. A fissdo da vesicula ocorre por meio da agéao da dinamina, uma
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GTPase que se acumula no pescog¢o da vesicula e catalisa sua separagdo da
membrana. Apds a internalizacdo, as vesiculas perdem o revestimento de clatrina,
permitindo sua fusdo com compartimentos endossomais para o trafego subsequente
da carga internalizada (Kaksonen & Roux, 2018) e permitem a reciclagem de
receptores. No entanto, evidéncias crescentes demonstram que diversas vias
endociticas independentes de clatrina (EICs) desempenham papéis essenciais na
internalizacao de material extracelular, variando em seus mecanismos de formacao,
selecao de carga e destinos intracelulares (Mayor, Parton & Donaldson, 2014). As vias
de endocitose independentes de clatrina podem ser classificadas com base na
dependéncia ou nao de dinamina. Entre as vias dependentes de dinamina, destaca-
se a endocitose mediada por caveolina, que envolve a formagéao de invaginagdes ricas
nessa proteina na membrana plasmatica, conhecidas como caveolas. A dinamina &
crucial para a fissao dessas estruturas, permitindo a internalizagcdo de moléculas
especificas. Outra via dependente de dinamina € a endocitose mediada por endofilina
(FEME), caracterizada pela rapida internalizacdo de receptores ativados, como
receptores acoplados a proteina G e receptores de tirosina quinase. Nesse
mecanismo, a endofilina, uma proteina com dominio BAR, facilita a curvatura da
membrana, enquanto a dinamina desempenha um papel essencial na fissao vesicular.
Por outro lado, algumas vias independentes de clatrina ndo dependem de dinamina
para sua formacdo, como a via CLIC/GEEC, que envolve a geracdo de
transportadores independentes de clatrina (CLICs) e sua fusdo com compartimentos
endossomais iniciais enriquecidos com proteinas ancoradas a GP| (GEECs), sendo
um processo regulado por proteinas como GRAF1. Outra via independente de
dinamina € a macropinocitose, caracterizada pela formacao de protrusées na
membrana plasmatica que englobam fluido extracelular e particulas, originando
grandes vesiculas denominadas macropinossomos (Mayor et al., 2014). As principais
vias endociticas envolvidas na internalizagao das vesiculas estao ilustradas na Figura
2.
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Figura 2 — Vias de internalizagdo de vesiculas extracelulares nas células hospedeiras
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O “uptake” de VEs envolve multiplos mecanismos, sendo eles: endocitose dependente de
dinamina: mediada por clatrina, caveolina e RhoA. E as vias independentes de dinamina, incluindo a
endocitose mediada flotilina, CD42, macropinocitose e fagocitose. Figura adaptada de Christianson et
al., 2014.

A compreensao das vias de internalizagcao de VEs em células hospedeiras tem
se tornado um foco importante na pesquisa, especialmente devido ao papel
significativo que essas vesiculas desempenham na comunicagdo celular e na
patogénese de diversas doencas. Para investigar os mecanismos especificos
envolvidos no “uptake” de VEs, muitos estudos utilizam inibidores farmacolégicos
relacionados a internalizagdo. Entre eles: citocalasina D, demonstrou ser importante
para inibicdo de VEs de Plasmodium e F. hepatica (Mbagwu et al., 2019; de la Torre-
Escudero et al., 2019). Os inibidores clorpromazina e Dynasore bloquearam
efetivamente a entrada de VEs de T. vaginalis (Rai e Johnson, 2019) e
Lactiplantibacillus plantarum BGANS8 (Bajic et al., 2020) em células hospedeiras. E
inibidores de macropinocitose, como o amiloride, reduzem o “uptake” de VEs

bacterianos em macréfagos derivados de medula éssea (Pavkova et al., 2021).
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Ao bloquear as vias de “uptake” de VEs na interacdo hospedeiro-patdégeno ou
inibir o conteudo dessas vesiculas, seria possivel desenvolver novas abordagens

terapéuticas.

Interacao patégeno-hospedeiro através das VEs

As interagdes hospedeiro-patdogeno s&o processos dinamicos e complexos, nos
quais microrganismos, como virus, bactérias, fungos e parasitas, desenvolveram
diversas estratégias para evadir os mecanismos de defesa do hospedeiro, garantindo
sua sobrevivéncia e disseminacao (Sem et al., 2016). O desfecho dessa interagcao
depende de uma série de fatores que influenciam a resposta do hospedeiro e a
capacidade do patdgeno de persistir no organismo. Assim, a infeccdo pode resultar
na eliminacado do patdégeno (cura), em uma relacao de equilibrio entre ambos, ou no
desenvolvimento de patologias que comprometem a homeostase do hospedeiro e, em
casos extremos, levam a sua morte (Casadeval & Pirofski, 1999; Sabatke et al., 2024).
Um dos mecanismos que vem sendo amplamente reconhecidos nessa interface séo
as VEs, que atuam como importantes mediadores da comunicacao intercelular entre
células do hospedeiro e do patdgeno (Raposo & Stoorvogel, 2013; Schorey et al.,
2015). Essas vesiculas podem facilitar tanto a evasdo imune quanto a ativagao de
respostas inflamatérias, dependendo de sua composicdo molecular e do contexto da
infeccado (Deatherage & Cookson, 2012; Coakley et al., 2015).

Diversos estudos demonstraram que as VEs podem servir como veiculos para
transportar fatores de viruléncia. Trypanosoma cruzi, agente causador da Doenca de
Chagas, libera VEs que carregam fatores fundamentais para a sobrevivéncia do
parasita, como trans-sialidases, proteina de superficie associada a mucina, cruzipaina
e fosfatases (Bayer-Santos et al., 2013; Ribeiro et al., 2018) que contribuem para a
infeccdo ao facilitar a invasao celular e modular a resposta imune do hospedeiro
(Ramirez et al., 2017). Da mesma forma, Leishmania spp. secreta VEs ricas em
proteinas associadas a sobrevivéncia parasitaria, como GP63, que interfere na
ativacdo de macréfagos e inibe a produgdo de citocinas pré-inflamatodrias,
promovendo a persisténcia do parasito no hospedeiro (Hassani & Olivier, 2013). Em
C. neoformans, foi identificado que suas VEs contém glucurononoxilomanano (GXM)
na capsula polissacaridica que auxiliam na evas&o imune (Rodrigues et al., 2008). Em
outros modelos fungicos, como C. albicans, VEs isoladas de culturas demonstraram
um efeito inibitério na formagao de biofilmes por leveduras, além de impedirem a

transicdo morfologica de levedura para hifa (Honorato et al., 2022).
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De maneira dependente da linhagem, as VEs de T. vaginais aumentam a
citoaderéncia do parasita as células hospedeiras, ao mesmo tempo em que regulam
a expressao das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e IL-8 em células ectocervicais
humanas, criando um ambiente favoravel a infecgao (Twu et al., 2013). O estudo de
la Torre-Escudero et al. (2019) analisou as proteinas de superficie das VEs secretadas
por Fasciola hepatica e demonstrou que principalmente os carboidratos presentes na
superficie, desempenham um papel fundamental na interacdo com receptores
especificos das células hospedeiras, facilitando a internalizagdo das VEs pelos
macréfagos. De forma semelhante, foi demonstrado que Echinostoma caproni e
Fasciola hepatica secretam VEs contendo proteinas excretoras/secretoras, como
enolase, actina e leucina aminopeptidase, que sao ativamente internalizadas por
células intestinais do hospedeiro (Marcilla et al., 2012).

Em bacterias, Altindis & Mekalanos (2014), demonstraram que as VEs de Vibrio
cholerae contém proteinas envolvidas na viruléncia e na estruturacdo da matriz do
biofilme. De forma semelhante, as VEs de Enterococcus faecium, apresentam
proteinas relacionadas a resisténcia antimicrobiana, a formagcao de biofime e a
interagdo com a matriz extracelular (Wagner et al., 2018).

Nosso grupo demonstrou que G. intestinalis libera VEs durante seu ciclo de
vida, e que essas VEs desempenham um papel ativo na adesdo dos parasitas as
células intestinais. Sdo capazes de alterar a maturagdo de células dendriticas,
prejudicando a ativacéo de linfocitos T e favorecendo um ambiente imunossupressor
que permite a infecgao persistente (Evans-Osses et al., 2017). Essa modulacéo da
interagcdo com células eucaridticas sugere um possivel envolvimento das VEs na
patogénese da giardiase, embora os mecanismos subjacentes ainda n&do estejam
completamente esclarecidos. A fim de aprofundar essa compreensao, Gavinho et al.
(2020) identificaram duas populagdes distintas de VEs liberadas por G. intestinalis:
vesiculas extracelulares grandes (LEV) e pequenas (SEV). Esse estudo revelou que
as LEVs estavam diretamente associadas ao aumento da adesédo do parasita as
células intestinais, indicando um papel especifico dessa subpopulagéo na interagao
patdgeno-hospedeiro. Para investigar possiveis estratégias de controle dessa adeséao,
os autores avaliaram o efeito de inibidores de vesiculagao, observando que inibidores
de peptidilarginina desiminase (PAD) reduziram seletivamente a liberagdo de LEVs e,
consequentemente, diminuiram a adesao do parasita as células hospedeiras in vitro.

Além disso, a analise protebmica comparativa das LEVs e SEVs revelou diferencas
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na composig¢ao proteica, incluindo proteinas associadas a viruléncia e a modulag&o
da resposta do hospedeiro. Esses achados reforcam a hipétese de que as VEs
desempenham um papel crucial na regulagdo da patogénese da giardiase,
possivelmente influenciando a colonizacao e a persisténcia do parasita no hospedeiro.

Dessa forma, neste estudo, investigamos o papel das LEVs liberadas durante
a interacao entre G. intestinalis e células hospedeiras no processo de internalizagao
celular. Além das VEs derivadas de Giardia (gEVs), também analisamos as vesiculas
liberadas pelas células hospedeiras (hEVs), ampliando nossa compreensao sobre os
diferentes perfis de comunicagao celular envolvidos na infecgao.

Adicionalmente, exploramos o conceito de "vesiculas de interagdo" — intEVs,
estruturas hibridas formadas durante o contato direto entre células hospedeiras e
patogénicas. Essas vesiculas incorporam componentes de membrana de ambos os
modelos celulares, representando uma via unica de troca molecular que pode
impactar significativamente a dindmica da infec¢ao e a resposta imune do hospedeiro
(Deatherage & Cookson, 2012). O estudo dessas vesiculas é fundamental para
esclarecer novos mecanismos de modulagcdo da infeccéo e, potencialmente, para o

desenvolvimento de abordagens terapéuticas direcionadas.

2.4 CULTURAS DE CELULAS 2D E 3D
O modelo tradicional de células Caco-2, derivado de um adenocarcinoma de
cbélon humano, em monocamada é amplamente utilizado para estudar o epitélio
intestinal humano devido a sua semelhanga morfoldgica e bioquimica com as células
intestinais do intestino delgado (Zhang, Penny & Jian, 2020; Habanjar et al., 2021).
No entanto, esse modelo apresenta limitacbes significativas, como a falta de
heterogeneidade celular e uma estrutura fisiolégica simplificada, sem matriz
extracelular, polarizagdo ou células subjacentes. Além disso, as juncdes estreitas
intercelulares no modelo Caco-2 podem ser mais restritivas do que no epitélio
intestinal humano, o que compromete a absorgdo de compostos via difusao passiva
paracelular (Antunes et al., 2013). Além de diferengas na expressao de enzimas e
proteinas de transporte (DiMarco et al., 2017).
Para tentar contornar essas limitagdes, foram propostos modelos de co-
cultura, como a combinacado de Caco-2 com células produtoras de muco, células HT-
29. Pan et al. (2015), combinaram essas duas linhagens celulares, e os resultados

mostraram que a co-cultura de células criou uma barreira intestinal mais realista do
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que a monocultura de Caco-2, além disso, também apresentou uma permeabilidade
mais precisa para substancias, como manitol e fluoresceina, simulando melhor a
absorcao no intestino. Outros estudos que combinam as células Caco-2 e HT-29
destacam esse modelo como uma otima representacdo da barreira intestinal
(Béduneau et al., 2014; Reale, Huguet & Fessard, 2020).

O estudo das VEs tem se tornado cada vez mais relevante nos ultimos anos,
devido a ter sido mostrado o seu papel fundamental na comunicacéo celular e na
regulagao de processos fisioldgicos e patoldgicos. O uso de modelos tridimensionais
(3D) para investigar as VEs oferece uma abordagem mais fiel as condigbes
fisiolégicas in vivo, superando as limitagdes dos modelos 2D tradicionais, que n&o
conseguem replicar adequadamente a complexidade do microambiente celular e as
interacbes tridimensionais entre as células (Abdollahi, 2020). Os modelos 3D de
cultivo celular incluem esferoides, organoides, scaffolds, hidrogéis, insertos e
biorreatores, cada um com caracteristicas distintas (Habanjar et al., 2021). E apesar
de mimetizarem melhor a fisiologia in vivo, apresentam limitagdes como maior
complexidade na manutengédo, maior variabilidade entre amostras e dificuldade na
padronizacao dos experimentos. Além disso, podem apresentar restricdes no acesso
a nutrientes e oxigénio em camadas internas, comprometendo a viabilidade celular.

Rocha et al. (2019) demonstraram que as células cultivadas em 3D
secretaram, em meédia, de 1,5 a 4,5 vezes mais VEs por célula do que nas culturas
2D. Além disso, as VEs secretadas pelas células em 3D apresentaram perfis de
microRNAs e proteinas distintos dos observados nas células cultivadas em 2D. No
estudo das interagdes hospedeiro-patdgeno mediadas por VEs, ainda ha poucas
pesquisas que investiguem o potencial de culturas 3D, organoides e esferoides. Entre
elas estado: o estudo de Costa Verdera et al. (2017) que analisaram os mecanismos
de “uptake” de VEs de Fasciola hepatica em esferoides 3D, enquanto Eichenberger
et al. (2018) demonstraram a internalizagcado de VEs de Nippostrongylus brasiliensis
(Nb-EVs) por organoides intestinais de camundongos, reforcando a relevancia desses
modelos no estudo da interacéo entre parasitas e o epitélio intestinal.

Os modelos 3D, ao reproduzirem de forma mais fiel a arquitetura e
funcionalidade do epitélio intestinal, oferecem um modelo confiavel para estudos de
permeabilidade, resisténcia elétrica transepitelial (do inglés, trans-epithelial electrical
resistence - TEER) e transporte de substancias. O TEER é uma medida quantitativa

da integridade e coesé&o das juncgdes entre células epiteliais ou endoteliais, indicando
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a capacidade da barreira celular de restringir o fluxo de ions e moléculas através do
espacgo paracelular. Esse modelo tridimensional permite o desenvolvimento de uma
barreira epitelial totalmente diferenciada, essencial para investigar as interagdes
complexas entre células hospedeiras e patdgenos, como G. intestinalis, sendo
fundamental para estudar a dindmica das VEs e seu impacto na barreira epitelial. Além
disso, representam uma alternativa vantajosa aos modelos in vivo, pois reduzem a
necessidade de experimentag¢ao animal, minimizando questdes éticas. E permitem um
controle mais rigoroso das variaveis experimentais e a replicacdo de microambientes.
O estudo das VEs de G. intestinalis € essencial para entender a interagao
parasita-hospedeiro e a patogénese da giardiase. A investigacdo de sua
internalizagcdo pelas células hospedeiras revela as vias endociticas envolvidas,
enquanto analises de lipiddbmica e protedmica caracterizam seu conteudo molecular,
destacando componentes relacionados a viruléncia e a modulagao imune. O uso de
culturas celulares 3D, permite avaliar o impacto das VEs na integridade da barreira
epitelial. Essa compreens&o pode abrir caminho para novas estratégias de bloqueio

do “uptake” de VEs e controle da infecgao.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ISOLADOS DE G. INTESTINALIS E CULTURA DE CELULAS CACO-2

Formas trofozoitas do isolado WB (ATCC 50803) foram cultivadas em meio TYI
S-33 (Keister, 1983) suplementado com 10% de soro bovino adulto inativado por calor
(SAB) e 1% de penicilina/estreptomicina 1000 U (Gibco TM) a 37°C em condigdes
microaerofilicas. As culturas foram mantidas em tubos de poliestireno em 13 mL com
capacidade de 15 mL (BD Biosciences TM) até atingir confluéncia (1x10° células/mL)
e subcultivadas a cada 72 h.

As células de adenocarcinoma colorretal humano Caco-2 (ATCC CRL-2102) e
células HT-29, foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina 1000 U (Gibco TM). As células
foram incubadas a 37°C em 5% de CO, até formacao até atingir confluéncia de 80%.
As células confluentes foram utilizadas para subculturas, a partir da tripzinizagdo de

1/5 das células transferidas para garrafas novas a cada 3-4 dias.

3.2 ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES (VES)

Para isolamento de vesiculas derivadas de G. intestinalis (QEVs), vesiculas
liberadas pelas células hospedeiras, Caco-2 (hEVs) e vesiculas originadas da
interacdo entre G. intestinalis e células hospedeiras (intEV), os seguintes
procedimentos foram realizados: Para VE de Giardia (gEV), os parasitas foram
desaderidos de culturas confluentes por resfriamento em agua /gelo por 15 min e
centrifugados a 600 x g por 5 min. Posteriormente lavados em meio TSY-S-33 sem
soro e centrifugados novamente a 600 g x 5 min. Apos contagem em hemocitémetro
e o0s parasitos foram normalizados para uma concentracdo de 1 x 10%, em meio TYI-
S-33 sem soro, contendo 1 mM de CaCl,. Os parasitos nestas condigbes, foram
incubados a 37°C durante 1h, em microtubos de 1,5 mL. Em seguida, os
sobrenadantes foram entdo submetidos a centrifugacgdes diferenciais, sendo de 600 x
g por 5 min para remover os parasitas, seguida de centrifugacédo a 4.000 x g por 30
min para eliminar detritos celulares, e finalmente a 15.000 x g por 1 hora para isolar
as vesiculas extracelulares grandes (LEVs). O sobrenadante restante foi ent&o
ultracentrifugado por 100.000 x g durante 4 h, e os pellets contendo SEVs resultantes
foram ressuspensos em PBS (1x). Ambas as amostras foram mantidas a 4 °C até o

uso posterior, conforme definido anteriormente por Gavinho et al. (2020).
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Para VE de células hospedeiras (hEV), células Caco-2 confluentes foram
tripsinizadas e semeadas em placas de 24 pogos com uma concentragcédo de 1 x 10°
células/pogo e incubadas por 24 h até confluéncia. Apds confluéncia, as células foram
lavadas (1x) com RPMI s/ soro e em seguida, incubadas por 1 hora em RPMI s/ soro
contendo 1 mM de CaCl,.O isolamento seguiu o0 mesmo protocolo de centrifugacao
diferencial para VEs obtidas dos parasitos. Para VE de interagédo (intVE), células
Caco-2 foram incubadas com parasitas na proporgcao de 1:10 por 1 hora em meio
RPMI s/ soro na presenga de 1 mM de calcio, seguindo o mesmo protocolo de
isolamento. Apds o isolamento, os pellets contendo as VE foram ressuspendidas em
200 ul de PBS 1x e armazenadas a 4 °C.

3.3 BIOGENESE DE VESICULAS EXTRACELULARES
Biogénese de gEVs

Os parasitas foram desaderidos de culturas confluentes por resfriamento em
agua /gelo por 15 min e centrifugados a 600 x g por 5 min. Posteriormente lavados
em meio TSY-S-33 s/ soro e centrifugados novamente a 600 g x 5 min. Apds contagem
em hemocitdmetro e os parasitos foram normalizados para uma concentragcédo de 1 x
10°, em meio TYI-S-33 sem soro, contendo 0, 1, 2, e 4 mM de CaCl,. Os parasitos
nestas condigdes, foram incubados a 37°C durante 0, 1, 2, 4 e 6 h em microtubos de
1,5 mL. Em seguida, os sobrenadantes foram entdo submetidos a centrifugagdes
diferenciais como descrito anteriormente.
Biogénese de hEVs

Células Caco-2 confluentes foram tripsinizadas e semeadas em placas de 24
pocos a uma concentragdo de 1 x 10° células/pogo, sendo incubadas por 24 h até
atingirem confluéncia. Apds a confluéncia, as células foram lavadas uma vez com
RPMI s/ soro e, em seguida, incubadas com RPMI sem soro contendo 1 mM de CacCl,,
juntamente com inibidores (EGTA, citocalasina D) e com tratamento de inativagéo
utilizando PFA 4%. As células foram incubadas por 1 e 2 h a 37°C para a obtencao
das VEs.
Biogénese de intEVs

Para comparar as VEs liberadas durante a interagdo, geVs e hEVs foram
isoladas como descrito acima. E para obtengao das intEVs, células Caco-2 foram

incubadas com parasitas na proporgéo de 1:10 por 1 h em meio RPMI s/ soro na
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presenca de 1 mM de calcio, e com tratamento de inativagao utilizando PFA 4%. As

células foram incubadas por 1 hora a 37°C.

3.4 QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS VES

A concentracgao de proteinas nas VEs foi determinada utilizando o kit Micro BCA
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, cat# 23227), seguindo o protocolo do
fabricante. Para a lise das VEs, utilizou-se choque térmico. Para a reacao
colorimétrica, 25 pyL da amostra de VEs, diluida na proporgao 1:5, foram misturados e
incubados com 200 pL do reagente Micro BCA. Uma curva padréo foi feita diluindo a
albumina sérica bovina em PBS 1X de 0 a 2000 ug/mL. A placa foi incubada a 37°C
por 30 min e a absorbancia foi medida a 562 nm utilizando um leitor de microplacas
BioTek Synergy H1.

A analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis —
NTA) foi realizada diluindo cada amostra 1:50 em PBS (1x) e analisando-as utilizando
um Nanosight NS300 (Malvern™, Reino Unido), com leituras feitas em triplicata
durante videos de 60 s a 10 quadros por segundo a temperatura ambiente. Os
parametros utilizados foram os seguintes: obturador da camera -1492, ganho da

camera —512 e limiar de deteccéo -10.

3.5 MARCACAO DE VES

Para os ensaios de “uptake”, as vesiculas extracelulares (VEs) foram marcadas
com os fluorocromos lipofilicos PKH-26, PKH-27 (Sigma-Aldrich™) ou Dil (1,1'-
dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine), seguindo as instrugbes do
fabricante. Inicialmente, o corante foi diluido em 1 mL de diluente C, e 25 pyL de VEs
foram diluidas com 975 pL de diluente C (1:40). Em seguida, as diluigdes do corante
e das VEs foram misturadas na proporcao de 1:1. A reagao foi incubada por 15 min a
temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apdés esse periodo, a reacdo foi
interrompida com a adi¢cao de 500 pL de albumina, e as amostras foram lavadas com
PBS, seguidas de centrifugacédo a 15.000 x g por 1 h para descarte do sobrenadante.
O pellet de VEs foi ressuspendido em 500 uL de PBS 1X.
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3.6 ENSAIO DE “UPTAKE” DE VESICULAS EXTRACELULARES EM CELULAS
HOSPEDEIRAS

Para analise de citometria de fluxo, as células Caco-2 foram semeadas a uma
densidade de 1 x 10° células/poco em placas de 24 pogos. Apds 24 h, as células foram
lavadas, e incubadas com RPMI s/ soro com 7, 14 e 21 ug de VEs marcadas com Dil
no periodo de 0 a 72h a 4°C ou 37°C. Apo6s lavagem com PBS, as células foram
fixadas com paraformaldeido a 2%, tripsinizadas, centrifugadas, e ressuspendidas em
PBS 1x. As anadlises do “uptake” foram obtidas através do citbmetro de fluxo
FACSCanto (BD Biosciences).

Para microscopia de fluorescéncia, células Caco-2 confluentes foram
tripsinizadas e semeadas em laminas de 13 mm com uma densidade de 1-2 x 10°
células. No dia seguinte, as células foram incubadas com VEs marcadas com PKH67
por 1 e 3 h. Posteriormente, as células foram lavadas com meio RPMI sem soro,
fixadas em formaldeido a 2% e tratadas com Alexa 647-Phalloidin para visualizar as
membranas intracelulares, e DAPI para coloragdo dos nucleos. As laminas foram

montadas com glicerol a 30% e analisadas em microscépio confocal Nikon A1R HD.

3.7 INIBICAO DO “UPTAKE” EM CELULAS HOSPEDEIRAS

As concentragdes dos inibidores utilizados foram baseadas no estudo
estabelecido (Sorkin & Go, 2008). As células Caco-2 foram previamente semeadas
em uma concentragdo de 1x10%/mL em laminulas de vidro (13 mm) e incubadas a
37°C por 24 h. No dia seguinte, o meio foi removido, as células lavadas (1x) com RPMI
s/ soro e posteriormente foram pré-incubadas com RMPI s/ soro com os seguintes
inibidores: 80-200 uM Dynasore (inibidor de clatrina e caveolina), 10 yM Metil-3-
ciclodextrina (MBCD, inibidor de raft lipidico/caveolae), 1 yM Wortmannin (inibidor de
fagocitose), 2,5 uM Citochalassina D (inibidor de polimerizagao de actina), 200 uM
genisteina (inibidor de caveolina), 200 nM Bafilomicina A (inibidor da vacuolar H+-
ATPase), 100 yM Monodansilcadaverina (MDC) (inibidor de clatrina), e 100 uM etil-
isopropil Amiloride (EIPA, inibidor do intercambiador Na+/H+/inibidor de
macropinocitose) por 30 min antes da adi¢do de 7 ug VEs, que foram incubadas por
3h. Conforme descrito em outros protocolos, e os inibidores foram mantidos no meio

durante todo o experimento.
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3.8 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR COM RESAZURINA NA PRESENCA DE
INIBIDORES DE ENDOCITOSE

Para avaliar a viabilidade das células Caco-2 na presenca de inibidores de
‘uptake” (EIPA, Genisteina, MDC e Bafilomicina A), foi realizado um ensaio de
resazurina. As células Caco-2 foram semeadas em placas de 96 pogos, com
densidade de 2x10* células por pocgo, e incubadas por 24 h. Apds a remogdo do meio
contendo soro, as células foram expostas ao meio contendo cada inibidor nas mesmas
concentragcdes utilizadas no ensaio de “uptake” de 3 h, seguidas de incubacgao
adicional por 3 h. Pogos de controle com meio apenas foram incluidos para subtragao
de fundo e ajuste de ganho. Posteriormente, foram adicionados 20 yL da solugao de
resazurina (0,15 mg/mL em PBS, pH 7,4) em cada poc¢o, e a placa foi incubada por 2
h a 37°C. A fluorescéncia foi medida utilizando um leitor de microplacas BioTek
Synergy H1, com filtros de excitagao e emissao ajustados para 560 nm e 590 nm,

respectivamente.

3.9 ENSAIO DE PROLIFERACAO DE CELULAS CACO-2 NA PRESENCA DE VES

As células Caco-2 foram semeadas em placas de 24 pogos, a uma
concentracao de 1 x 10° células/poco, e incubadas a 37°C por 3 h. Apds esse periodo
inicial, 7 ug de vesiculas extracelulares (gEV, hEV e intEV), previamente isoladas e
quantificadas, foram adicionadas sobre as células aderidas. Em seguida, as células
foram incubadas por 48 h. O crescimento celular foi monitorado a cada 24 h por
tripsinizagdo e contagem em hemocitdmetro. O controle negativo foi realizado com
células que nao receberam vesiculas, para avaliar o crescimento sem a presenca das
VEs.

3.10 CURVA DE CRESCIMENTO DE G. INTESTINALIS NA PRESENCA DE VES

As culturas de trofozoitos de G. intestinalis em fase estacionaria foram
desaderidas por resfriamento em agua/gelo por 15 minuto. Apds esse periodo, foram
centrifugados a 600 x g por 5 min e normalizados para uma concentragao de 5 x 10*
trofozoitos. Os trofozoitos foram entéo transferidos para tubos de 8 mL contendo meio
TYI-S-33, suplementado com SAB e antibidtico, na presenga ou auséncia de 7 ug de
gEV. As culturas foram incubadas a 37°C por 72 h, o crescimento dos trofozoitos foi

acompanhado a cada 24 h, através contagem em hemocitdmetro.
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3.11 RESPOSTA AUTOLOGA DE G. INTESTINALIS NA LIBERACAO DE VES AO
ESTIMULO EXOGENO DE VES

As culturas de trofozoitos de G. intestinalis em fase estacionaria foram
desaderidos por resfriamento em agua/gelo por 15 min e centrifugados a 600 x g por
5 min. Posteriormente lavados em meio TSY-S-33 s/ soro e centrifugados novamente
a 600 g x 5 min. Ap6s contagem em hemocitdmetro e os parasitos foram normalizados
para uma concentracao de 1 x 108, em meio TYI-S-33 sem soro, contendo 1 mM de
CaCl,. Os parasitos nestas condi¢des, foram incubados a 37°C durante 5, 30 € 60 min
em microtubos de 1,5 mL e receberam o estimulo de diferentes concentragdes (2, 5 e
15 ug de gEVs). Nos diferentes tempos os sobrenadantes foram entdo submetidos a
centrifugacdes diferenciais como descrito anteriormente e quantificados por NTA e

dosagem de proteinas.

3.12 “UPTAKE” DE VES POR G. INTESTINALIS

Vesiculas (gEV, hEV e intEV) foram previamente isoladas e marcadas com
CFSE. Os parasitos em fase estacionaria foram desaderidos por resfriamento em
agua/gelo por 15 min e centrifugados a 600 x g por 5 min. Posteriormente, foram
lavados em meio TYI-S-33 sem soro e centrifugados novamente a 600 x g por 5 min.
Apo6s a contagem em hemocitbmetro, os parasitos foram normalizados para uma
concentracado de 1 x 10° e incubados com 2, 5 e 15 ug de VEs por 1 hora a 37°C.
Apos a incubagao, os parasitos foram lavados duas vezes com PBS 1x e transferidos
para uma placa de 96 pogos para quantificacdo do “uptake” por fluorimetro (excitagao:
492 nm; emiss&o: 517 nm). Outra parte da amostra foi fixada com PFA 2%, montada

em laminulas com Paramount e analisada por microscopia de fluorescéncia.

3.13 INIBICAO DO “UPTAKE” DE VES EM G. INTESTINALIS

Para a preparacdo dos trofozoitos de G. intestinalis, as culturas em fase
estacionaria foram desaderidos em agua/gelo por 15 min. As suspensdes de
trofozoitos foram entao centrifugadas a 1000 x g por 5 min e ressuspendidas a uma
concentragdo de 1 x 10° trofozoitos/mL na presenca de 2 ug de gEs em condigbes
normais ou inativados por calor, além do inibidor de endocitose - Dynasore (100 pM).
Os parasitos foram incubados a 37°C por 1 h. Em seguida, os sobrenadantes foram
submetidos a centrifugag¢des diferenciais como descrito anteriormente, e analisados
por NTA.
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3.14 ENSAIO COMPARATIVO DE COMUNICACAO CELULAR PELA
TRANSFERENCIA DE SECRETOMA TOTAL E LEVS EM G. INTESTINALIS
Para estes ensaios definimos como secretoma o sobrenadante liberado durante

a incubagao do parasita com meio s/ soro e 1 mM de CaCl, a 37°C por 1 hora. E

comparamos a partir de parasitas marcados com CFSE a transferéncia de marcacgao

para parasitas ndo marcados na auséncia e presenga de Dynasore. Comparamos a

taxa de marcacdo com um a transferéncia controlada de LEVs de Giardia previamente
purificadas e dosadas, nas mesmas condi¢des de transferéncia.

As culturas de trofozoitos de G. intestinalis em fase estacionaria foram
desaderidas por resfriamento em agua/gelo por 15 min. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 1000 x g por 5 min e ressuspendidas em meio TYI-S-33 s/ soro,
normalizados a concentragdo para 1 x 10° trofozoitos/mL. Os trofozoitos foram entao
marcados com CFSE (1:1000) por 15 min a temperatura ambiente, e a reacao foi
interrompida com a adigdo de soro adulto bovino (SAB). Apds nova centrifugacgéo, as
células foram ressuspendidas em meio TYI-S-33 contendo 1 mM de CaCl, e
incubadas por 1 hora a 37°C. Simultaneamente, parasitos ndo marcados foram
incubados em meio TYI-S-33 s/ soro com 1 mM de CaCl,, na auséncia ou presenca
de Dynasore (100 pM), por 1 hora a 37°C. Apds esse periodo, os trofozoitos foram
centrifugados a 1000 x g por 5 min e ressuspendidos em meio TYI-S-33 s/ soro. O
sobrenadante dos trofozoitos previamente marcados com CFSE foi transferido para
0s parasitos ndo marcados, tratados ou ndo com Dynasore. Além disso, trofozoitos
nao marcados foram incubados com 15 e 30 ug de gEVs previamente isoladas e
marcadas com CFSE, por 1 hora a 37°C. Apds a incubacédo, o sobrenadante foi
transferido para uma placa de 96 pogos, e os trofozoitos foram centrifugados a 1000
x g por 5 min, ressuspendidos em PBS 1x e transferidos para a mesma placa. A
fluorescéncia foi quantificada em fluorimetro, com excitagdo em 492 nm e emissdo em
517 nm.

3.15 ENSAIO DE ADESAO DE G. INTESTINALIS NA PRESENCA DE VES

O ensaio de adeséo foi realizado conforme o protocolo descrito por Evans-
Osses et al. (2017). Primeiramente, as células Caco-2 foram semeadas em laminas
de 13 mm a uma concentragéo de 1 x 10° células/pogo e incubadas a 37°C por 24 h.
Para a preparacao dos trofozoitos de G. intestinalis, as culturas em fase estacionaria

foram desaderidos por refrigeragéo a 4°C por 15 min. As suspensdes de trofozoitos
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foram entdo centrifugadas a 1000 x g por 5 min e ressuspendidas a uma concentragao
de 1 x 10° trofozoitos/mL na presenga de 7 e 14 ug de VEs, inibidor de endocitose -
Dynasore (100 uM) e apenas os parasitas (controle). A placa foi incubada a 37°C, com
5% de COz2, por 3 h. Apoés a incubagao, os trofozoitos ndo aderidos foram contados

em hemocitdmetro, e a porcentagem de células aderidas foi calculada.

3.16 EXTRACAO DE LIPIDIOS

Os lipidios totais das VEs foram extraidos usando método de Bligh e Dyer
(1959). As amostras analisadas foram LEVs e SEVs de G. intestinalis, na interagcéo
com células Caco-2 e LEVs e SEVs controle de células Caco-2 foram colocadas em
tubos cénicos de vidro, e adicionados 2 mL de uma mistura de metanol, cloroférmio e
agua (2:1:0,8). Apos agitacdo em voértex de 5 em 5 min por 1 h, a mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 20 min a 4°C, em uma centrifuga refrigerada High-Speed
Refrigerated Centrifuge Hitachi (Hitachi Ltd, TO, Japao), usando o rotor R3S/40. Apos
a centrifugacéo o sobrenadante da extragao foi colocado num tubo novo e reservado.
O tubo anterior contendo pellet de amostras foi submetido ao processo de extragao
novamente. O segundo sobrenadante foi somado ao anterior e entdo 1 mL de agua e
1 mL de cloroférmio foram adicionados. O material foi agitado por 10 s com auxilio do
agitador e centrifugado por 30 min nas condicdes ja descritas. Assim foi feita a
separacao da fase organica que contém os lipidios e a fase aquosa da solugao,
formando 2 fases. A fase inferior (organica) foi entdo retirada com o auxilio de uma
pipeta Pasteur de vidro, e seca por arraste de nitrogénio gasoso, em um banho seco
ajustado a 37°C.

3.17 CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA DE ALTO DESEMPENHO (HPTLC)

As VEs obtidas em ensaios de composigao lipidica (sem precursores lipidicos)
tiveram os lipidios extraidos e estes ressuspensos em 50 pyL de cloroférmio, e
analisados por cromatografia em camada fina de alto desempenho (HPTLC, do inglés,
High-Performance Thin Layer Chromatography) em placa de silica (Merck KGaA.,
Frankfurt, DS, Alemanha), com suporte de aluminio, 20 x 10 cm. Para caracterizagao
de lipidios neutros foi utilizado o sistema de solventes composto por hexano (30 mL),
éter dietilico (20 mL), acido acético (0,5 mL) (Vogel et al., 1962). Os lipidios foram
identificados através de comparagao com padrées comerciais (Avanti Polar Lipids Inc.,

Alabaster, AL, EUA), como: 1-oleoil rac-glicerol (monoacilglicerol - MAG); 1,2-dioleoyl-
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sn-glycerol (diacilglicerol 1,2 - DAG 1,2); 1,3 dioleina (diacilglicerol 1,3 - DAG 1,3);
glicerol-trioleato (triacilglicerol - TAG); 3B-colest-5-en-3-ol (colesterol - CHO);
colesteril-palmitato (colesterol esterificado - CHOE); 24-hydroxycholesterol (oxiesterol
- OXIl); e acido oléico (acido graxo livre - FA). Foi usado cerca de 3 pL de cada um
desses padrdes em cada placa de silica, que estavam previamente em concentragao
5 pg/pLl. A HPTLC foi previamente corrida com metanol puro, seca e depois foram
depositadas as amostras para caracterizacao de fosfolipidios. Foi utilizado um sistema
de solventes composto por cloroférmio (20 mL), acetona (7,5 mL), metanol (6,5 mL),
acido acético (6 mL), e agua destilada (4 mL) (Horwitz & Perlman, 1987). Os padrdes
de fosfolipidios utilizados foram: L-a-lisofosfatdilcolina (LPC); L-a fosfatidiletanolamina
(PE); L-a-fosfatidilcolina (PC); L-a-fosfatidilinositol (PI); 3-Sn acido fosfatidico (PA); 3-
Sn-fosfatidil-L-serina (PS); L-a-fosfatidil-DL-glicerol (PG) e esfingomielina (SM),
mantidos em concentracao 5 ug/uL. Para as andlises de fosfolipidios e lipidios neutros
além da corrida com os respectivos conjuntos de solventes, apds secas, as placas de
silica foram borrifadas com Reagente de Charring (sulfato de cobre 10%, em acido
fosforico 4%) (Ruiz & Ochoa, 1997). As HPTLCs foram secas, colocadas entre em
placas de vidro com 1 mm de espessura e os lipidios revelados por aquecimento em
estufa a 160°C, por aproximadamente 20 min. As placas de HPTLC foram
digitalizadas e a densitometria de pixels associada a cada banda de lipidios foi
analisada no programa Image Master Total Lab versao 1.11 (Amersham Pharmacia
Biotech, GE Healthcare Life Sciences Corp., Buckinghamshire, GBR) e o volume de

pixels ou unidades arbitrarias (U.A.) foram usados para compor os graficos.

3.18 ENSAIO DE PULSE CHASE DE UTILIZACAO DE LIPIDIOS NAS LEVS DE
TROFOZOITOS DE G. INTESTINALIS E CELULAS CACO-2, USANDO
PRECURSORES LIPIDICOS (PALMITATO-*H INCORPORADO A BSA (*H-FA-BSA)

A quantidade do *H-FA-BSA suficiente para uma amostra foi obtida da seguinte
forma: 1uCi de palmitato-*H (*H-FA, acido graxo (palmitato), [9,10-*H(N)]-16:0
PerkinElmer, Boston, MA, USA), foi homogeneizado em 10 uL de albumina livre de
acidos graxos 0,1 g % (BSA-FFA, Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, EUA) em PBS
pH 7,4 e 500 yL de meio de cultura. Apos leve mistura por 2 min, em temperatura
ambiente, o complexo *H-FA-BSA foi esterilizado por filtracdo com membrana de 0,22
um (Millex-GV, Millipore S.A., Molsheim, Franga) em ambiente estéril para incubagao

in vitro. Em seguida, 500 pyL de H-FA-BSA foi adicionado a células Caco-2
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previamente semeadas (1 x 10° células/mL) ou a G. intestinalis em suspensé&o (1 x
107 trofozoitos/mL), ambos mantidos em meio RPMI sem soro, e incubados por 6 h a
37°C. Apos a incubagao, o H-FA-BSA foi removido das células Caco-2, que foram
lavadas duas vezes com RPMI s/ soro, enquanto os trofozoitos foram centrifugados e
lavados duas vezes com o mesmo meio. Em seguida, as células Caco-2 e os
trofozoitos foram incubados novamente em meio RPMI s/ soro por 1 € 24 h. Apos
esses periodos, as vesiculas extracelulares liberadas foram isoladas, permitindo a
obtencao de LEVs e SEVs.

3.19 CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA (TLC)

Amostras obtidas em ensaios apds incorporacdo de palmitato-*H (acima)
tiveram os lipidios extraidos (item 6.16) e ressuspensos em 50 yL de cloroférmio. Uma
aliquota de 10% (5 pL) desse volume foi prontamente levada para quantificagdo e
estimativa da radiacéo associada ao total da extragao, os 90% (45 uL) restantes foram
analisados por cromatografia em camada fina (TLC, do inglés, Thin Layer
Chromatography) em placa de silica (Merck KGaA., Frankfurt, DS, Alemanha), com
suporte de aluminio, 20 x 20 cm. Para caracterizag¢ao de lipidios neutros foi utilizado
0 mesmo sistema de solventes para HPTLC, mas com o dobro do volume (101 mL).
ApOs a corrida, as placas ja secas, foram coradas com vapores de iodo e os spots
selecionados marcados a lapis. O iodo foi evaporado da TLC numa capela de
exaustdo e os spots previamente marcados foram raspados, a silica coletada, alocada
em vials e a radioatividade associada a cada mancha foi determinada por cintilagao

liquida

3.20 PREPARACAO DE AMOSTRAS PARA PROTEOMICA BASEADA EM
ESPECTROMETRIA DE MASSA

As preparacbes de VEs separadamente (gEV, hEv e intEV) foram
ressuspensas em 8M de ureia contendo um inibidor de protease (Sigma-Aldrich). Um
total de + 100 pg de proteinas foram reduzidas com 10 mM de ditiotreitol (DTT) a 30°C
por 45 min, seguido por alquilacdo de residuos de cisteina com 40 mM de
iodoacetamida (IAA) por 30 min em temperatura ambiente no escuro. Depois disso,
as amostras foram incubadas com DTT 5 mM por 15 min a 30°C. As amostras foram
digeridas com tripsina (Promega, Cat#: V5111) (1:50, Enzima: Substrato) por 18 h a

30 °C. Ap0s a digestéao, todas as reagdes foram acidificadas com 10% (v/v) de acido
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trifluoroacético (concentracédo final de 1% v/v) para interromper a protedlise. As
amostras foram centrifugadas por 10 min a 12.000 x g para remover materiais
insoluveis. Os peptideos tripticos foram dessalinizados antes da analise por LC-MS

usando dois discos C18 (disco de extracdo 3 M Empore TM C18) stage-tips.

3.21 ANALISE DE DADOS

Para identificacdo e quantificacdo de proteinas, dados brutos das execucgdes
LC-MS/MS foram analisados na plataforma MaxQuant, versao 2.6.7.0, usando
bancos de dados de G. intestinalis e Homo sapiens baixados em 01 de margo de 2025,
do GiardiaDB e UniprotDB. Os parametros de busca foram tolerancia de MS de 20
ppm (Orbitrap), tolerancia de MS/MS de 0,5 Da (lontrap), comprimento minimo de 2
peptideo de sete aminoacidos e tripsina com clivagem especifica, permitindo duas
clivagens perdidas. A carbamidometilacdo de cisteinas foi definida como uma
modificagao fixa e a oxidagdo de metionina e a acetilagdo N-terminal de proteina como
modificagdes variaveis. Foi usado o algoritmo de correspondéncia entre execugoes.
Uma taxa de descoberta falsa (FDR) de 1% foi aplicada aos niveis de PSM e proteina.
Apdés a remocgado de contaminantes potenciais, reversos e acertos 'somente
identificados pelo local', proteinas identificadas nas duas réplicas de cada condig¢ao
foram consideradas em analises posteriores. O agrupamento hierarquico foi realizado
usando a distancia euclidiana no software Perseus v. 2.1.3.0, a intensidade (valores
XIC) das proteinas foi transformada em log2 e os valores ausentes foram substituidos
pelos valores de distribuicdo normal do conjunto de dados (largura: 0,3; deslocamento
para baixo: 1,8). A analise funcional de proteinas encontradas em VEs foi realizada

por analise de enriquecimento de ontologia genética (GO)(https://geneontology.org/).

Os diagramas de Venn foram criados usando a ferramenta BioVenn (Hulsen et al.,
2008).

3.22 CULTURA CELULAR EM MODELO 3D

As células foram semeadas em insertos de Transwell com poros de 0,4 um e
area de crescimento de 0,3 cm?, na densidade de 1,0 x 10* células/inserto. As células
Caco-2 ou HT-29 foram cultivadas individualmente em cada inserto, enquanto nos
experimentos de co-cultura, as células foram semeadas na propor¢ao de 9:1 (Caco-
2:HT-29) e mantidas em cultivo por 10 ou 21 dias. O meio de cultura foi trocado a cada

48 h até a diferenciacao celular completa. Nos experimentos de privacao de meio,
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apods 48 h de diferenciacdo, o meio foi mantido exclusivamente no compartimento

basolateral, enquanto o compartimento apical foi privado de meio.

3.23 AVALIACAO DA RESISTENCIA ELETRICA TRANSEPITELIAL — TEER

Para determinar a integridade das células diferenciadas (Caco-2 e ou HT-29),
a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) foi medida usando um volt-ohmimetro
epitelial (EVOM2 voltmeter). As medigdes foram realizadas em cada troca de meio de
cultura de acordo com as instru¢des do fabricante. O procedimento de medigao inclui
medir a resisténcia em branco da membrana semipermeavel apenas (sem as células)
e medir a resisténcia através da camada celular na membrana semipermeavel. A
resisténcia especifica das células em unidades de Q pode ser obtida da seguinte

forma:

TEER R yssus(Q) X M, ., (cm?)

REPORTED — AREA {

Para avaliar a integridade da barreira utilizando o TEER, as células
diferenciadas aos 10 ou 21 dias de diferenciagao, foram incubadas com G. intestinalis
(MOI 10), gEVs (80—200 ug) e a combinagao de gEVs e G. intestinalis utilizando meio
RPMI suplementado com 2% de SFB, por 48 h a 37°C. Apo6s 24 h de incubagao, o
controle positivo (EGTA, EDTA, metoprolol, DMSO) foi adicionado as células e o
tempo de incubacéao foi mantido. O TEER foi medido antes e apds a infecgédo para

monitorar a alterac&o na integridade da barreira.

3.24 PERMEABILIDADE PARACELULAR

Apos as 48 h de incubagao, o meio contendo soro foi removido e substituido
por meio sem soro, seguido de incubagdo por 30 min. Em seguida, o meio foi
descartado e 800 uL de meio s/ soro foi adicionado ao compartimento basal. No
compartimento apical, foi adicionado FITC-dextran na concentragao final de 1 mg/mL,
com posterior incubacdo por 6 h a 37°C. Apds esse periodo, o meio dos
compartimentos basal foi coletado e transferido para uma placa de 96 pocos. A
fluorescéncia foi medida com base em uma curva padrao de FITC-dextran, utilizando

0s seguintes parametros: excitagdo em 483 nm e emissdo em 525 nm.
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3.25 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Células Caco-2 foram semeadas em uma densidade de 1x10%/mL em uma
placa de 96 pocos e incubadas por 24 h a 37°C. No dia seguinte, as células foram
incubadas com 7 a 200 ug de VEs durante 1, 3 e 24 h. Em seguida, foi adicionado o
Reagente CellROX® (Invitrogen - #C10422) na concentracdo final de 5 uM as células
e incubado por 30 min a 37°C. Apds esse periodo, o meio foi removido e as células
lavadas trés vezes com PBS. A fluorescéncia foi medida a 640/665 nm utilizando um

leitor de microplacas BioTek Synergy H1.

3.26 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram analisados no GraphPad Prism 6.0 em triplicata.
Resultados sdo apresentados como média + erro padrao (SEM). Significancia
estatistica foi determinada por teste T ndo pareado ou ANOVA com post hoc Tukey

ou Dunnett, considerando p<0,05 significativo.
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4 RESULTADOS
Os resultados desta tese serao divididos em 4 se¢des seguindo o fluxo experimental

apresentados na figura 3.

Figura 3 — Fluxograma do desenho experimental desenvolvido durante a tese

Vesiculas extracelulares

G. intestinalis Célula hospedeira G. intestinalis e Célula

(9EV) (hEV) hospedeira (intEV)

' '
|. Biogénese de vesiculas extracelulares Caracterizagio de gEV, hEV e intEvV
\ I o
. R f A “uptake” de VEs em células hospedeiras
II. Mecanismos de “uptake” de VEs — = T ST

lll. Contetido das vesiculas extracelulares

IV. Efeito fenotipico em culturas celulares 3D Avaliaco da quebra de barreira e
J Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Avaliacao do conteldo lipidico e
proteémico das VES

4.1 BIOGENESE DE VESICULAS EXTRACELULARES LIBERADAS DURANTE A
INTERACAO PATOGENO HOSPEDEIRO
Durante a interagcdo entre G. intestinalis e células hospedeiras (Caco-2), a
biogénese das VEs pode ocorrer por diferentes mecanismos, resultando em
populagdes heterogéneas com potenciais diferentes fung¢des, podendo influenciar no
seu papel na comunicagao parasita-hospedeiro. Assim, para compreender melhor
essas diferengas, trabalhamos com 3 tipos de VEs: vesiculas originadas do parasito
G. intestinalis (QEV), vesiculas liberadas pelas células Caco-2 ou células hospedeiras
(hEV) e vesiculas de interacédo entre G. intestinalis e células Caco-2 (intEV), que
podem conter componentes de membrana do parasita ou das células hospedeiras
(Figura 4A) e que também sao chamadas de vesiculas hibridas. Inicialmente,
caracterizamos as populagdes de vesiculas gEV, hEV e intEV por analise de NTA e
dosagem de proteinas. A analise por NTA demonstrou que as gEVs sdo as mais
produzidas/liberadas entre os diferentes tipos de VEs, apresentando tamanhos

semelhantes, entre 150-300 nm, com um pico em 200 nm (Figura 4B). Curiosamente,
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a dosagem de proteinas nao revelou diferencas notaveis entre as VEs, apesar do
numero de vesiculas de G. intestinalis ser maior, indicando uma possivel diferenga no

conteudo ou cargo das vesiculas (Figura 4C).

Figura 4 — Caracterizagéo das vesiculas extracelulares isoladas de diferentes modelos
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A) Esquema ilustrativo do protocolo de isolamento das vesiculas extracelulares derivadas de G.
intestinalis (gEV), células hospedeiras (hEV) e da interacdo entre G. intestinalis e células hospedeiras
(intEV). (B) Distribuicdo do tamanho das vesiculas analisadas por nanoparticle tracking analysis
(NTA). (C) Quantificagado da concentragao total de proteinas associadas as vesiculas. (****p <
0,0001). Os dados séo apresentados como média + desvio padréo.

Biogénese de VEs de G. intestinalis (QEV)

A fim de compreender melhor os mecanismos de liberagao de VEs, é importante
considerar fatores que possam influenciar esse processo. Um desses fatores é o
estimulo de calcio, um regulador conhecido da secre¢ao de vesiculas, principalmente
as microvesiculas, ou LEVs. Para testar essa hipotese, incubamos os parasitas com
diferentes concentragdes de calcio (0, 1, 2 e 4 mM) por 1 h. Apds esse periodo, 0s
parasitas foram centrifugados, e as VEs obtidas das centrifugag¢des diferenciais foram
analisadas por NTA. Essa técnica permite identificar diferentes subpopulacdes de
VEs, como LEVs e SEVs, bem como determinar sua concentracao.

Na Figura 5A, a comparagao entre as concentragdes de particulas revelou uma
distribuicdo heterogénea, tanto em relagdo a concentragao de calcio quanto ao tempo
de incubacao nos diferentes grupos. A Figura 5B apresenta o tamanho médio das
VEs, que varia entre 250 e 400 nm, predominantemente LEVs, com exce¢ao de picos
maiores em 1 e 2 mM, que alcangcam até 600 nm. Ja a Figura 5C representa a
somatoria das particulas ao longo do tempo (0 a 1 h), demonstrando que o estimulo
de calcio influencia a liberagdo de VEs, uma vez que observamos um efeito dose-
dependente até 2 mM. Em 4 mM, ha uma reducdo na quantidade de particulas,

possivelmente devido a instabilidade celular. Considerando que a concentracio



47

intracelular fisioldgica de calcio é de aproximadamente 1 - 1,5 mM, optamos por utilizar

1 mM como condigdo nos experimentos subsequentes.

Figura 5 - Estimulo de calcio na biogénese de vesiculas extracelulares de G. intestinalis
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A) Concentragao de particulas na auséncia e presenga de 1, 2 e 4 mM de calcio durante 1h de
incubagéao, analisados por NTA. B) Tamanho médio das particulas na auséncia e presengade 1,2 e
4 mM de calcio durante 1h de incubacao. C) Somatéria da concentracao de particulas de 0 a 4 mM

de calcio em 1 h.

Em seguida, investigamos se a liberacdo de VEs pelo parasita ocorre de forma
continua. Para isso, acompanhamos a liberagcéo de VEs entre 1 e 6 h, na auséncia e
na presenca de 1 mM de calcio. Na auséncia de calcio, observamos um aumento na
liberacdo de VEs até 2 h, seguido de uma reducao posterior. Ja na presenca de calcio,
o perfil de liberagao foi mais heterogéneo, apresentando um pico em 4 h (Figura 6A).
Curiosamente, o tamanho das VEs nao sofreu alteragdes na auséncia de calcio, mas
na presenga de calcio houve uma redu¢do no tamanho médio das VEs, sugerindo

mudancas nas subpopulagdes (Figura 6B).

Figura 6 — Dinamica da liberagao de vesiculas extracelulares por G. intestinalis
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A) Concentracgao de particulas na auséncia e na presencga de calcio de 1 a 6 h, analisados por
NTA. E) Tamanho médio das particulas na auséncia e presencga de calcio de 1 a 6 h.
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Biogénese de VEs em células hospedeiras (hEV)

Apos avaliarmos a biogénese das VEs do parasita, passamos a investigar o
processo de liberagdo de VEs pelas células hospedeiras, buscando compreender
possiveis diferengas entre os modelos. Iniciamos os experimentos investigando como
as células hospedeiras respondem ao estimulo de calcio em diferentes tempos.

Avaliamos a liberacdo de VEs na presenga de 1 mM calcio de 0 a 2 h.
Demostramos que as células parecem ter um estimulo de liberacdo de VEs nos
primeiros 30 min e uma redug¢ao apos 1 h, o que poderia indicar que estas vesiculas
séo liberadas e captadas pela célula através do tempo (Figura 7A). Entretanto, ndo
houve alteragbes nos tamanhos das VEs, como pode ser visto na Figura 7B. Para
entender melhor o papel das células hospedeiras na liberagao de VEs, nds incubamos
células hospedeira (Caco-2) com diferentes inibidores: EGTA (inibidor de calcio),
citocalasina D (inibidor de polimerizacao de actina) e também inativamos células com
PFA 4%, durante 1 e 2 h. Os inibidores nao reduziram a liberagao de VEs, e apenas
observamos inibi¢gdo na liberagcdo de vesiculas em células inativadas em 2 h (Figura
7C). Interessantemente, quando observamos o tamanho destas VEs, as células que
foram inativadas ou incubadas com EGTA parecem induzir um efeito inibitorio das VEs
maiores (LEVs), que sdo derivadas de membrana plasmatica e dependente de calcio,
durante uma hora de incubagdo, mas nao em 2 h, possivelmente por tem um
predominio de LEVs e n&o conseguir inibir as SEVs (vesiculas menores) (Figura 7D).
Entretanto, os mecanismos pelo qual isso acontece ainda sao desconhecidos e
podem representar uma somatéria de eventos de biogénese e “uptake” acontecendo

simultaneamente.

Figura 7 — Biogénese de vesiculas extracelulares de células hospedeiras
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A) Concentracao de particulas na presenca de 1 mM de calcio durante 2 h, analisadas por
NTA. B) Tamanho médio das particulas liberadas durante 2 h. C) Concentracéo de particulas
liberadas por células Caco-2 apés tratamento com inibidores: EGTA (quelante de calcio), citocalasina
D (inibidor de polimerizagédo) e PFA 4% para inativacao de células, analisadas por NTA. D) B)
Tamanho médio das particulas apds tratamentos com inibidores e inativagao das células Caco-2.
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Biogénese de VEs durante a interagao parasita célula-hospedeira

Para entender se interacao entre parasita e célula hospedeira seria capaz de
estimular uma maior liberacdo de VEs, foram isoladas VEs do parasita (gEV), de
células hospedeira (hEV) e da interacdo entre parasita/G. intestinalis e células
hospedeira (intEV), em condigdes normais e em condigbes de inativagdo com
paraformaldeido 4% (PFA) durante 1 h a 37°C, utilizando o estimulo de 1 mM de
calcio. NOs observamos que o parasita produz/libera mais VEs que os grupos de VEs
(hEV e intEV), em condigdes normais, sem limitar a sua produg¢do na presencga de
células inativadas (Figura 8A). Indicando na interag&o de parasita e célula hospedeira,
0 parasita ainda induz um aumento na liberagdo de vesiculas. Além disso, nos
demostramos que as VEs das diferentes origens ndo apresentaram grandes

diferencas no tamanho (Figura 8B).

Figura 8 — Caracterizacao de vesiculas de interacao entre parasita e hospedeiro (intEV)
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A) Concentragao de particulas obtidas de parasitas (gEV), células hospedeira (hEV) e
interacdo entre parasitas e células hospedeiras em condi¢cdes normais (intEV) e inativadas com PFA
4% (intEV PFA), analisadas por NTA. B) Tamanho médio das particulas liberadas entre as diferentes

condigdes.

4.2 DETERMINACAO DOS MECANISMOS DE “UPTAKE” EM CELULAS
HOSPEDEIRAS
Analise do “uptake” de vesiculas extracelulares em células Caco-2
A compreenséo de como as VEs séo internalizadas pelas células hospedeiras
(Caco-2) é crucial para desvendar os mecanismos de comunicagao entre parasitas e
células hospedeiras. Esse processo de “uptake” (internalizagéo) pode influenciar a
modulagcao da funcéo celular e abrir caminhos para o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas de controle parasitario.
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Para investigar a internalizacado de VEs por células intestinais humanas, Caco-
2, isolamos e marcamos trés populagdes de VEs (gEVs, hEVs e intEVs) previamente,
com o corante fluorescente PKH26. As células Caco-2 foram incubadas com essas
VEs sob duas condi¢des de temperatura: 37°C (condigéo fisiolégica) e 4°C (condigao
inibitéria de processos dependentes de energia). Os resultados mostraram que o
“uptake” das VEs ocorreu de maneira eficiente a 37°C, enquanto a 4°C ha uma minima
internalizacao das VEs, conforme evidenciado tanto pela quantificacdo do percentual
de “uptake” (Figura 9A) quanto pela microscopia de fluorescéncia (Figura 9B). A baixa
incorporacao das VEs a 4°C sugere que o processo de internalizagao € mediado por
mecanismos endociticos ativos e dependentes de energia, uma vez que a redugao da

temperatura impacta a dindmica das vias endociticas.

Figura 9 - Rastreamento da internalizagc&o de vesiculas extracelulares em células Caco-2
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A) Analise de citometria fluxo do “uptake” de VEs a 37 °C e 4 °C. B) Imagens de microscopia
confocal de células Caco-2 incubadas com VEs marcados com PKH26 (vermelho) a4 °C e 37 °C, os
nucleos foram corados com DAPI (azul).

Além disso, nossos experimentos revelaram que o “uptake” de VEs pelas
células Caco-2 apresentaram uma tendéncia dose (Figuras 10A—C) e cinética
dependente (Figuras 10D—F). Observamos que o aumento na concentragado das VEs
levou a uma maior internalizagédo, com diferengas estatisticamente significativas nas
condicbes de 14 e 28 pg, sugerindo um processo dose-dependente para a
internalizacdo dessas vesiculas, o que pode implicar mecanismos moleculares ou
ligante receptor envolvidos na internalizagdo de VEs.

Em relacdo a cinética de internalizagdo, as VEs apresentaram um padrao de
“‘uptake” progressivo ao longo do tempo, com um aumento continuo na sua
incorporagao pelas células Caco-2 entre 24 e 72 h. Notavelmente, as intEVs foram

internalizadas mais rapidamente nas primeiras h (6 h) de incubagédo em comparagéao



51

com gEVs e hEVs. No entanto, esse efeito inicial foi atenuado com o passar do tempo,
levando a uma captacao semelhante entre os diferentes tipos de VEs apds 72 h. Esses
achados sugerem que mecanismos distintos podem estar envolvidos na fase inicial

da internalizagéo, influenciando a dindmica do “uptake” celular.

Figura 10 - Internalizacéo de vesiculas extracelulares por células Caco-2 sdo dependentes da
concentragao e tempo
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A-C) “uptake” de VE dependente da dose em células Caco-2 apés 6 h para gEVs (A), hEVs
(B) e intEVs (C). D—F) Cinética dependente do tempo da internalizagéo de VEs em células Caco-2
para gEVs (D), hEVs (E) e intEVs (F) ao longo de um periodo de 72 h.

“uptake” diferencial das vesiculas de interagao (intEVs)

Para verificar se as intEVs apresentam cinéticas de internalizagao mais rapidas
e visualizar sua localizagao intracelular em células Caco-2 em comparagao com hEV
e gEV nas hiniciais, realizamos analise por microscopia de fluorescéncia comparando
os trés tipos de VEs em 1 e 3 h. Inicialmente, na primeira hora, o “uptake” foi uniforme
entre todos os tipos de VEs. No entanto, apdés 3 h, foi observado um aumento
expressivo de intEV internalizadas pelas células Caco-2, contrastando com a
internalizacdo de hEV e gEV (Figura 11A-B). Esse resultado sugere que as intEVs
possuem uma maior afinidade as células intestinais ou um mecanismo de

internalizacao mais eficiente nas fases iniciais do processo. Interessantemente, essa
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observacao apoia os achados obtidos por analise de citometria de fluxo, reforcando a
hipétese de que diferentes subtipos de VEs interagem de maneira distinta com as
células intestinais, o que pode refletir diferengas em sua composi¢cao molecular ou nos

receptores celulares envolvidos na captagéo.

Figura 11 — Vesiculas de interacéo parasita-célula hospedeira sao rapidamente internalizados por
células intestinais
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A) Imagens de microscopia confocal comparando a internalizacéo de EVs derivados de G. intestinalis

(gEVs), EVs derivados do hospedeiro (hEVs) e EVs resultantes da interagao hospedeiro-parasita

(intEVs) em células Caco-2 ap6ds 1 e 3 h de incubacgéo. O controle ndo mostra sinal de EV. EVs

internalizados sédo destacados em verde (PKH67), enquanto os nucleos das células sdo mostrados

em azul (DAPI) e o citoesqueleto em vermelho (Faloidina). B) Quantificagdo da captagéo de EV com
base na intensidade de fluorescéncia apds 1 e 3 h. Barra de escala = 10 micrometros.

Caracterizagcdo dos mecanismos de endocitose no “uptake” de vesiculas
extracelulares de G. intestinalis em células hospedeiras

O “uptake” de VEs pelas células hospedeiras desempenha um papel
fundamental na comunicacao intercelular e no transporte de mediadores de sinais
biolégicos, através dos mecanismos de endocitose.

Para investigar as vias endociticas especificas envolvidas na internalizagcado de
gEV, realizamos experimentos utilizando células Caco-2 pré-incubadas com
diferentes inibidores das diversas vias de endocitose. Em seguida, as VEs marcadas
com PKH26 foram adicionadas para avaliar o “uptake”. Apds a incubacgao, a
internalizacao das VEs foi avaliada por citometria ou microscopia de fluorescéncia,
permitindo a visualizagcao e quantificagcdo das VEs internalizadas sob cada condigao
experimental. Conforme evidenciado pela analise por citometria de fluxo, Dynasore,
um inibidor da endocitose mediada por clatrina e caveolina, apresentou alta eficacia,

reduzindo em cerca de 90% o “uptake” de gEV. Em contrapartida, outros inibidores,
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como Citocalasina D que impede a polimerizagdo da actina), Wortmannin (que
bloqueia a fagocitose) e metil-B-ciclodextrina (MBCD, que interfere na integridade das
balsas lipidicas), ndo demonstraram efeito inibitério relevante (Figura 12A). A acao do
Dynasore sobre a captagdo de gEVs mostrou-se dose-dependente, sugerindo um
papel essencial das vias mediadas por clatrina e caveolina nesse processo (Figura
12B). Além disso, o tratamento com Dynasore inibiu quase completamente a
internalizacdo de hEVs e intEVs (Figuras 12C-D), mostrando que s&o processos de

internalizagcdo mediados principalmente por dinamina.

Figura 12 — O “uptake” de vesiculas extracelulares de G. intestinalis € dinamina-dependente
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A) Anadlise de citometria de fluxo mostrando inibicao do “uptake” de VEs derivados de G.
intestinalis (QEV) na presenga de diferentes inibidores endociticos, incluindo metil-B-ciclodextrina
(MBCD), wortmannin, citocalasina D, Dynasore e controle (no inhibitor, sem inibidor). B) Inibigao do
“uptake” dependente da dose em gEV por Dynasore em concentragdes de 50, 100 e 200 pM. (C-D)
Inibicao do “uptake” de VEs derivado do hospedeiro (hEV) e EV derivado da interagéo (intEV) por

Dynasore a 100 pM.

Para ampliar a analise, utilizamos um conjunto adicional de inibidores de
endocitose, direcionados tanto a vias dependentes quanto independentes de
dinamina. Os mecanismos mediados por dinamina, como a endocitose via clatrina e
caveolina, foram avaliados por meio do uso de genisteina e monodansilcadaverina
(MDC), permitindo uma investigacdo mais detalhada do papel dessas estruturas no
‘uptake” de VEs. Paralelamente, Bafilomicina A1 e EIPA foram empregados para
explorar vias independentes de dinamina, incluindo macropinocitose e trafego endo-
lisossomal. Os dados apresentados na Figura 13, indicam que o “uptake” de intEV foi
a mais afetada, com inibi¢ao significativa observada, sobretudo nos tratamentos com
Bafilomicina A, MDC e a combinagéo Genisteina/MDC. A inibicado promovida pela
Bafilomicina A alcangou aproximadamente 90%, sugerindo que a internalizagao

dessas vesiculas ocorre predominantemente por vias sensiveis a variagdes de pH. O
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EIPA, por sua vez, reduziu a internalizacdo de todos os tipos de VEs de maneira
uniforme, indicando o envolvimento do transporte de Na+/H+ nesse processo. A agao
combinada de Genisteina e MDC revelou um efeito sinérgico, afetando especialmente
as intEV, o que sugere a participagdo de multiplas vias endociticas. De forma
individual, o MDC reduziu a internalizacao de intEV, enquanto a Genisteina afetou as
gEV, reforcando a dependéncia dessas vesiculas das vias mediadas por clatrina e
caveolina, em comparagao com as hEV. Por outro lado, o tratamento com MBCD, que
desestabiliza balsas lipidicas e interfere nas vias mediadas por caveola, ndo reduziu
a internalizacdo de nenhuma classe de VEs, corroborando a auséncia de
envolvimento das caveola no “uptake” de gEVs.

Figura 13 — O “uptake” de vesiculas de G. intestinalis € dependente de clatrina e macropinocitose em
células Caco-2
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A inibicao percentual do “uptake” de gEVs, hEVs e intEVs foi avaliada em células Caco-2 tratadas
com os inibidores de endocitose Bafilomicina A1, EIPA, Genisteina, MDC, MBCD e Dynasore apos 3
h de incubagdo. A quantificagcao da internalizacéo foi realizada por analise de imagens de microscopia

confocal. Os dados sédo apresentados como média + desvio padrao.

Para excluir a possibilidade de que os efeitos inibitorios observados estivessem
associados a toxicidade celular, avaliamos a viabilidade das células Caco-2 na
presenca desses inibidores (Figura 14A). Os tratamentos com Genisteina, MDC,
EIPA, Bafilomicina A e a combinagdo Genisteina-MDC preservaram a viabilidade
celular acima de 80%, indicando baixa citotoxicidade e garantindo a confiabilidade dos
experimentos sem a necessidade de normalizacdo para o numero de células ou
percentual de captacao. Em contrapartida, a exposi¢céo a 15% de DMSO resultou em

uma reducéo significativa da viabilidade celular, servindo como controle positivo de
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citotoxicidade. Esses achados confirmam que a inibicdo do “uptake” observada
decorre da interferéncia direta nos mecanismos de internalizagdo das vesiculas,
através das diferentes vias de endocitose, e ndo de efeitos deletérios sobre a
viabilidade celular.

Além disso, realizamos um experimento para investigar o impacto das VEs na
proliferacdo celular. Os resultados mostraram que as intEVs induziram um aumento
significativo na proliferagdo das células Caco-2 apds 48 h de incubagao, enquanto as
hEVs e gEVs ndo demonstraram efeitos evidentes sobre o crescimento celular (Figura
14B).

Adicionalmente ao efeito das vesiculas nas células hospedeiras, investigamos
se as gEV influenciariam o crescimento do parasita ao longo de 72 h. No entanto, nédo
foi observada nenhuma alteracao significativa na taxa de proliferagdo do parasita em
resposta ao tratamento com gEV (Figura 14C). Esses achados sugerem um papel
especifico das intEV na modulacdo do crescimento celular durante a interacdo
parasita célula hospedeira, possivelmente mediado por mecanismos de sinalizac&o

celular distintos aos préprios do crescimento parasitario em cultura axénica.

Figura 14 — Avaliagao da viabilidade celular e impacto das vesiculas extracelulares na proliferagéo
celular e crescimento do parasita
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A) Viabilidade das células Caco-2 na presenca dos inibidores de endocitose utilizados no
estudo. Os tratamentos com Genisteina, MDC, EIPA, Bafilomicina A, combinagédo Genisteina-MDC e
controle positivo de toxicidade (15% de DMSO). (B) Quantificagcédo da proliferacao das células Caco-2
apos 48 h de incubagao com gEV, hEV e intEV. (C) Avaliagdo do crescimento do parasita incubado
com gEV por até 72 h. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.

4.3 COMUNICACAO ENTRE PARASITAS MEDIADA POR VESICULAS
A comunicacéao entre parasitas por meio de VEs pode desempenhar um papel
crucial na regulagao de processos celulares e na adaptagao do parasita ao ambiente.

Embora diversos estudos tenham evidenciado a capacidade de células hospedeiras
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internalizarem VEs provenientes de patdgenos, ainda permanece incerto se essas
VEs também desempenham um papel como mediadoras na comunicagédo celular
entre os proprios parasitas.

Diante disso, decidimos investigar se G. intestinalis responde ao estimulo de
VEs, tanto préprias quanto exdgenas, e avaliar se esse processo influencia a
comunicagao parasita-parasita. Inicialmente, investigamos a resposta de G.
intestinalis em contato com gEV, hEV e intEV no periodo de uma hora. Nossos
resultados demonstraram que a liberacdo de VEs ndao aumenta em resposta a
estimulos de VEs exdgenas dentro deste periodo, independentemente da origem
(Figura 15A). Além disso, notamos que o tamanho das VEs liberadas permaneceu
inalterado sob essas condigbes (Figura 15B). Para entender se o efeito do estimulo
das VEs ocorreria em um tempo mais curto, realizamos um acompanhamento da
liberacao de VEs ap6s 5, 30 e 60 min apds a exposicao a geV e hEV. Os resultados
revelaram que no inicio, as gEVs estimularam a liberagdo de VEs mais eficazmente
em comparagdo com as hEVs, mas apos 30 min, o efeito se dissipou, retornando aos
niveis de controle sem adicdo de VEs, tanto em termos de concentracio de particulas
quanto de tamanho (Figuras 15C-D).

Figura 15 — Avaliagao da liberagao de vesiculas extracelulares (VEs) por G. intestinalis em resposta a
VEs exdgenas
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A-B) Concentragao de particulas e tamanho das VEs liberadas por G. intestinalis apos
incubagédo com 7 pug de gEV, hEV e intEV durante 1 h. C-D) Concentragdo de particulas e tamanho
das VEs obtidas da cinética da liberagéo de VEs apds 5, 30 e 60 min apds incubacédo com gEV e

hEV. Dados representados como média + erro padréo.
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Em seguida, exploramos se a liberagdo de VEs pelo parasita seria dose-
dependente em resposta ao estimulo por gEV, hEV ou intEV, ao longo de 1 hora.
Observou-se uma dose dependéncia na liberacdo de VEs em relacao as diferentes
concentragdes, especialmente quando expostas ao intEV (Figura 16A). Notavelmente,
o tamanho das VEs liberadas pelo parasita aumentou apés a exposi¢ao a geV e intEV,
mas, de forma interessante, a maior concentracao de intEV induziu a liberagao de VEs
menores (Figura 16B). Adicionalmente, analisamos a concentragéo de proteinas nas
VEs apds a exposicdo as VEs exdgenas e observamos um aumento frente a
exposicao das VEs em relagédo ao controle sem adi¢cédo de VEs (Figura 16C).

Figura 16 — Efeito de vesiculas extracelulares (VEs) exdgenas na liberagdo de VEs por
G. intestinalis
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A) Concentragao de particulas de VEs em resposta a 2, 5 e 15 ug de gV, hEV ou intEV em 1

h. B) Tamanho das VEs obtidas da dose-dependéncia na liberagao de VEs em respostaa 2, 5e 15

ug de gEV, hEV ou intEV em 1 h. C) Concentragao de proteinas nas VEs apds exposi¢do a gEV, hEV
ou intEV em 1 h. Os resultados de A-F foram analisados por NTA.

Para avaliar o “uptake” de VEs no parasito, foram isoladas gEV, hEV e intEV e
previamente marcadas com CFSE, incubadas sobre o parasita por 1 h. Apds
incubacao, o sobrenadante foi centrifugado para isolar as VEs liberadas e os parasitas
foram plaqueados/semeados em laminulas/laminas e observados por microscopia de
fluorescéncia. Utilizando concentragbes de VEs de 2, 5 e 15 ug, apenas a maior
concentracéao foi identificada pela técnica de microscopia, onde foi possivel observar
qualitativamente a internalizagdo das VEs pelo parasita (Figura 17A). Além da
microscopia de fluorescéncia, nos decidimos testar as mesmas concentragdes de VEs
por fluorimetria. Observamos que hEV e gEV foram internalizadas na concentragéao
de 5 e 15 ug, o que nao foi observado para intEV em relagédo ao controle na auséncia
de VEs (Figura 17B). O método nao foi o suficiente para determinar com exatidao a
concentracido de VEs internalizadas. Por estas razdes, decidimos, dentro do balanco

entre biogénese e “uptake”, considerar o sobrenadante das gEV e hEV como as VEs
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que nao foram internalizadas durante a incubacdo pela técnica de NTA.
Surpreendentemente, o “uptake” de gEV foi dose-dependente até 50 ug e a partir de
100 pg ha possivelmente uma saturagéo do “uptake” devido a maior detecgao de VEs
no sobrenadante. No entanto, os resultados comparativos com as hEV mostram que
com concentragdes menores ndo ha uma dose dependéncia, indicando que talvez
existam diferengcas na internalizacdo de VEs de diferentes origens, sendo nao

favorecida a internalizagao de vesiculas do hospedeiro no parasita (Figura 17C).

Figura 17 — G. intestinalis internaliza preferencialmente VEs préprias
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A) Microscopia de fluorescéncia da internalizagéo de gEV, hEV e intEV marcadas com CFSE em G.
intestinalis. B) Intensidade de fluorescéncia de gEV, hEV e intEV marcadas com CFSE analisadas por
fluorimetria. C) Concentragao de particulas liberadas por G. intestinalis apés incubagédo com 2, 5, 15,

50e 100 ygde gEV e 1, 3 e 7 uyg de hEV analisadas por NTA.

Para investigar os mecanismos envolvidos no “uptake” das VEs por G.
intestinalis, buscamos avaliar se esse processo poderia ser bloqueado por inibidores
especificos de endocitose testados anteriormente em células hospedeiras. Para isso,
VEs previamente isoladas e quantificadas foram incubadas com o parasita na
presenca ou auséncia de inibidores de “uptake” por uma hora e posteriormente
analisamos no sobrenadante a presencia de VEs. Demonstramos que G. intestinalis

responde ao estimulo com VEs aumentando sua propria liberagao de vesiculas, e que
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esse efeito é bloqueado pela adicdo de Dynasore, um inibidor de dinamina e ndo ha
estimulo de liberacado de vesiculas quando as vesiculas foram inativadas pelo calor
(Figura 18A). Paralelamente, demostramos que o tamanho das VEs nao foi alterado
com a adicao de VEs (Figura 18B).

Figura 18 — O “uptake” de vesiculas extracelulares por G. intestinalis ocorre pelo mecanismo
de dinamina-dependente
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A) Concentragao de particulas analisadas por NTA apos adigéo de 2 ug de VEs de G.
intestinalis e incubada durante 1 h sobre o parasita. As VEs foram isoladas em condigbes normais,
inativas por calor (Heat inactivated) e na presenca de 100 uM de Dynasore. B) Tamanho médio das
VEs obtidas condigdes normais, inativas por calor (Heat inactivated) e na presenca de 100 uM de

Dynasore.

Em seguida, para avaliar a especificidade do “uptake” de VEs por G. intestinalis,
investigamos se o parasita seria capaz de incorporar VEs presentes no secretoma de
parasitas marcados com CFSE ou VEs previamente isoladas e marcadas. No
experimento, o secretoma coletado apds 1 h de incubacao de parasitas marcados foi
transferido para parasitas nao marcados, permitindo a avaliagéo da internalizagéao de
VEs. Em outra abordagem, VEs previamente isoladas e marcadas com CFSE foram
incubadas com parasitas ndo marcados. Ambas as condi¢gbes foram realizadas na
presenca ou auséncia de Dynasore para testar o efeito inibitério na internalizagao.

Os resultados demonstraram que G. intestinalis € capaz de internalizar tanto as
VEs presentes no secretoma quanto as VEs previamente isoladas. A adigdo de
Dynasore bloqueou significativamente a internalizagdo em ambas as condigdes,
indicando que a internalizacdo de VEs pelo parasita € um processo dinamina-
dependente (Figura 19). Esses achados reforgam o papel da comunicagao célula-
célula entre parasitas mediada por VEs.
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Figura 19 — Comunicagéao parasita-parasita mediada por vesiculas de G. intestinalis
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Intensidade média de fluorescéncia (a.u.) foi avaliada para determinar o “uptake” de VEs
marcadas com CFSE em diferentes condi¢des experimentais. O secretoma de parasitas previamente
marcados ou VEs isoladas e marcadas com CFSE foram incubados com parasitas nao marcados, na

presencga o de Dynasore. Dados expressos como média + erro padrao; p < 0,01 (), p < 0,001 (*).

A adesédo de G. intestinalis as células hospedeiras € um processo essencial
para o estabelecimento da infecgdo. Como nossos resultados demonstraram que a
internalizacdo de VEs pelo parasita € dinamina-dependente, decidimos investigar se
a inibicao desse processo afetaria a capacidade de adesao do parasita. Para isso,
tratamos G. intestinalis com Dynasore na presenca de diferentes concentragdes de
VEs e avaliamos seu efeito na adesio as células hospedeiras em 3 h.

Os resultados indicam que, na presenca de VEs, a adicdo de Dynasore
individualmente ou combinado com VEs do parasita induz uma redug¢ao a adesao do
parasita. Esse achado reforca a hipotese de que as VEs exercem um papel importante
na comunicagao celular e no comportamento do parasita (Figura 20).

Figura 20 — A inibicao da internalizacao de ves reduz a adesao de G. intestinalis as células
hospedeiras



61

154

_|
_|
—

(4]
1

Trofozoitos (x10°mL)

0

T T I I T
Control Dyn 7ug 14ug 7ug 14 ug
Dyn

Ensaio de adesédo de G. intestinalis sobre células Caco-2, apds o tratamento com Dynasore
(100 uM) na presenca de diferentes concentragcdes de gEVs (7 e 14 ug). Dados expressos como
média * erro padréo.

4.4 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE VESICULAS EXTRACELULARES
ASSOCIADOS A INTERACAO PARASITO CELULA HOSPEDEIRA
Incorporacgao de lipidios (Palmitato)

As vesiculas extracelulares sdo compostas por diversas biomoléculas,
incluindo proteinas, lipidios, acidos nucleicos e carboidratos. Entre esses
componentes, os lipidios ndo apenas compdem a estrutura da membrana das VEs,
mas também podem influenciar sua biogénese, fusdo e interagdo com células-alvo.
Portanto, a analise do perfil lipidico das VEs pode fornecer evidéncias importantes
sobre suas fungdes bioldgicas, especialmente no contexto da interacdo patégeno-
hospedeiro.

Para compreender melhor a composicao lipidica das VEs geradas durante a
interacao entre G. intestinalis e células Caco-2, avaliamos a incorporacgao de lipidios
nessas vesiculas utilizando [*H]-palmitato como precursor lipidico. Investigamos duas
subpopulagdes de VEs: vesiculas extracelulares grandes (LEVs), e vesiculas
extracelulares pequenas (SEVs). Para entender a mobilizagao de lipidios durante a
interacdo entre G. intestinalis e as células Caco-2 para a formagao de vesiculas
extracelulares, decidimos analisar as LEVs e SEVs das células controle Caco-2 e as
LEVs e SEVs das vesiculas extracelulares da interagdo com o parasita (intEV).

Os resultados demonstraram um aumento na incorporacéo de lipidios totais
nas intEVs em comparagao com as VEs controle, indicando uma modificagao lipidica
associada a interacao parasitaria. Esse efeito foi mais evidente apds 24 h do que apos

1 hora de interagdo, em ambas as subpopulagdes analisadas (Figura 21 e 22A).
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A fim de caracterizar quais classes lipidicas estavam enriquecidas nessas
vesiculas, realizamos a identificacao de oito classes principais de fosfolipidios: acido
fosfatidico (PA), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG),
fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilserina (PS), além da esfingomielina (SM) e da
lisofosfatidilcolina (LPC).

Nas LEVs, observamos que, apos 1 hora de interagdo, houve um aumento na
incorporagao de PC, PG e PI+PS em comparagéo com as VEs controle (Figura 21B).
Apos 24 h, além da elevagcao dessas mesmas classes lipidicas, identificamos um
aumento também em PE e PA, sugerindo um enriquecimento lipidico progressivo ao

longo do tempo de interagao (Figura 21C).

Figura 21 — Dinamica de incorporagéo de lipidios durante a interagdo patégeno-hospedeiro (LEV) em
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Quantificagao de lipidios totais em 1 e 24 h de células sem interagéo (controle EV) e na
interacdo parasita-hospedeiro (intEV) de LEVs (A). Principais fosfolipidios: Acido fosfatidico (PA),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI),
esfingomielina (SM), lisofosfatidilcolina (LPC).

Ja nas SEVs, a analise revelou um padrao distinto de incorporacéao lipidica.
Apos 1 hora, foi identificado um aumento expressivo em PG (Figura 22B). No entanto,
apos 24 h de interacao, além do aumento em PG e PI+PS, verificamos uma reducéo
nas quantidades de PA e PE (Figura 22C), indicando uma possivel redistribuigdo
dessas classes lipidicas ao longo do tempo.

Figura 22 — Dinamica de incorporagéo de lipidios durante a interagdo patégeno-hospedeiro (SEV) em
1e24h
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fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (P1),
esfingomielina (SM), lisofosfatidilcolina (LPC).

Perfil lipidico em G. intestinalis e vesiculas extracelulares da interacdo parasita-
hospedeiro

Além disso, vesiculas extracelulares (gEV, hEV e intEV) foram isoladas e
analisadas por espectrometria de massas para caracterizagdo de sua composi¢cao
lipidica. A analise revelou diferencas marcantes no perfil de acidos graxos entre os
diferentes tipos de vesiculas, tempos de coleta (1 h e 24 h) e subpopulag¢des de VEs
(LEV e SEV).

Nas LEVs de 1h, observamos que as gEVs apresentaram maior abundéancia de
acidos graxos saturados, como acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0) e acido
palmitico (C16:0), sendo este ultimo o mais prevalente. Ja nas hEVs e intEVs, os
niveis desses acidos graxos foram similares, com destaque para a maior
concentragao de acido palmitico (C16:0) nas hEVs e um leve enriquecimento de acido
oleico (C18:1n9c) e acido linoleico (C18:2n6c¢) nas intEVs, sugerindo um possivel
papel na interacao parasita-hospedeiro (Figura 23A).

Apos 24h, as gEVs mantiveram niveis elevados de acido palmitico (C16:0),
enquanto os acidos graxos insaturados, como o 4&cido linoleico (C18:2n6c¢),
diminuiram nas hEVs. As intEVs mantiveram um perfil lipidico semelhante ao
observado em 1h, mas com um leve aumento na concentragao de acidos graxos de

cadeia longa, como o acido docosenoico (C22:1n13) (Figura 23B).



Figura 23 - Perfil lipidico das vesiculas extracelulares grandes, LEVs, derivadas de
G. intestinalis (QEV), células hospedeiras (hEV) e da interacdo (intEV) em 1 e 24 h de

incubagao
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Composigéao de acidos graxos das LEVs, quantificados apds 1 hora (A) e 24 h (B), expressa
em pg de lipidios por ug de proteina.

Nas SEVs de 1h, os perfis lipidicos foram semelhantes aos das LEVs, com as
gEVs apresentando alta concentracédo de acidos graxos saturados, principalmente
acido palmitico (C16:0), enquanto as hEVs e intEVs exibiram maior diversidade
lipidica. As intEVs mostraram um enriquecimento de acidos graxos insaturados, como
acido oleico (C18:1n9c) e acido linoleico (C18:2n6¢), possivelmente refletindo a
influéncia da interagédo entre Giardia e células hospedeiras (Figura 24A).

Ja nas SEVs de 24h, houve uma leve redugao dos acidos graxos saturados na
gEVs, enquanto as hEVs apresentaram maior concentracdo de &acidos graxos
insaturados, sugerindo um possivel ajuste na composigao lipidica ao longo do tempo.
As intEVs continuaram apresentando altos niveis de acido palmitico (C16:0), mas com
um aumento na concentragcédo de acidos graxos de cadeia longa (Figura 24B).

Figura 24 — Perfil lipidico das vesiculas extracelulares pequenas, SEVs, derivadas de G. intestinalis
(gEV), células hospedeiras (hEV) e da interagao (intEV) em 1 e 24 h de incubagao
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Composicao de acidos graxos das SEVs, quantificados apds 1 hora (A) e 24 h (B), expressa
em pg de lipidios por ug de proteina.

Perfil protebmico das vesiculas de G. intestinalis e da interagao parasita-hospedeiro
4.41.1 Protedmica das vesiculas extracelulares

Resultados prévios indicaram que, ao padronizar a produg¢ao de VEs por um
periodo de uma hora, as concentragdes de proteinas obtidas eram semelhantes entre
as diferentes VEs, mesmo tendo uma concentracdo de moléculas diferentes. Isto nos
fez pensar que poderiam existir diferengas no cargo entre os diferentes tipos de VEs.
Para explorar essa hipétese, gEVs, hEVs e intEVs liberadas ap6és 1 e 24 h foram
analisadas por protebmica baseada em espectrometria de massas, permitindo a
identificacdo e quantificacdo dos componentes proteicos presentes nas vesiculas.
Essa abordagem nos permitiu avaliar a possibilidade de existir potenciais fungdes
bioldgicas distintas para cada populagao de vesiculas.

Durante a anadlise protedbmica das VEs, identificamos um total de 815
proteinas, das quais apenas 9,8% eram de origem humana. Observamos uma maior
variedade e quantidade de proteinas nas VEs coletadas apds 24 h, em comparagao
com aquelas coletadas no tempo inicial (1 h), para todos os grupos de VEs analisados.
A analise comparativa destaca que, nas primeiras horas, as vesiculas refletem uma
resposta inicial, com o parasita focando em adesao e preparacao para interacao,
enquanto o hospedeiro ainda ndo apresenta uma resposta clara. Com o avango para
24 h, ocorre uma modulagao significativa no conteudo proteico das vesiculas. As gEVs
e intEVs revelam uma resposta adaptativa mais ativa, com proteinas associadas ao
estresse, modulagado imune e persisténcia, evidenciando a complexidade da interagao
parasita-hospedeiro. As hEVs, por outro lado, demonstram uma resposta mais tardia

e menos intensa, possivelmente devido a manipulacao parasitaria.

4.4.1.2 Analise qualitativa das proteinas obtidas de vesiculas extracelulares

A analise qualitativa revelou diferencas na composi¢ao proteica entre os
tempos de coleta e entre os diferentes tipos de VEs. As gEVs apresentaram 318
proteinas (53,8%) compartilhadas entre 1 h e 24 h, enquanto 12 proteinas (2%) foram
exclusivas das gEVs de 1 h e 261 proteinas (44,2%) exclusivas das gEVs de 24 h
(Figura 25A). Esse aumento na diversidade proteica ao longo do tempo pode estar
associado a sinais biolégicos que demandam um periodo maior para serem

processados, considerando o turnover de RNAs, a sintese de proteinas e o seu
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processamento via VEs. Nas hEVs, apenas 4 proteinas foram compartilhadas entre
os tempos de 1 h e 24 h, com 1 proteina exclusiva das hEVs de 1 h e 7 proteinas
exclusivas das hEVs de 24 h (Figura 25B), indicando um enriquecimento proteico
gradual, possivelmente influenciado por mecanismos de resposta ao estresse celular
e a interagdo com o parasita. Ja as intEVs apresentaram 90 proteinas (27,1%)
compartilhadas entre 1 h e 24 h, enquanto 242 proteinas (72,9%) foram exclusivas
das intEVs de 24 h (Figura 25C). Esse aumento expressivo pode estar relacionado a
resposta adaptativa do parasita, em que a maquinaria parasitaria intensifica a
producdo de proteinas especificas para promover a persisténcia e a evasao do
sistema imune do hospedeiro.

A sobreposicdo parcial das proteinas compartilhadas entre os diferentes
tempos sugere que, apesar das mudangas na composi¢do proteica ao longo do
tempo, algumas proteinas essenciais persistem, possivelmente desempenhando
papéis fundamentais na biogénese e nas fung¢des bioldgicas das VEs durante a

interacao parasita-hospedeiro.

Figura 25 — Comparacédo das proteinas identificadas nas vesiculas extracelulares em 1 e 24 h.

gEV1and 24 h hEV 1and 24 h intEV 1and 24 h

Diagramas de Venn representando a sobreposicao das proteinas identificadas nas diferentes
populacdes de VEs em tempos de 1 e 24 h. (A) Proteinas identificadas nas gEVs. (B) Proteinas
identificadas nas hEVs. (C) Proteinas identificadas nas intEVs. Os numeros indicam a quantidade de
proteinas exclusivas ou compartilhadas entre os tempos analisados.

4.4.1.3 Funcionalidade das proteinas das VEs durante a interagcdo parasita-
hospedeiro
Ao analisarmos os processos bioldgicos associados as VEs, identificamos
distintas composic¢des funcionais nas gEVs ao longo do tempo através da ontologia
génica (Gene onthology — GO). Nas gEVs coletadas ap6s 1 h, predominavam
proteinas relacionadas a processos essenciais, como a localizagdo na membrana

plasmatica, translocagao citoplasmatica, dobramento de proteinas e geragao de
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precursores metabdlicos e energia. Esses processos refletem atividades iniciais do
parasita, voltadas para a adaptacao rapida ao ambiente e manutengao de funcoes
metabdlicas basicas. Por outro lado, nas gEVs coletadas apos 24 h, além da presenca
continua de proteinas associadas aos processos ja identificados no primeiro tempo
de coleta, observamos um enriquecimento funcional com a identificagao de proteinas
exclusivas. Essas proteinas estavam relacionadas transporte intracelular de
proteinas, metabolismo de tRNA e sinalizagao celular (Figura 26). Esse perfil sugere
que, ao longo do tempo, ocorre uma complexificacdo nas fungdes desempenhadas
pelas VEs, possivelmente como resposta a interagdes mais prolongadas com o
ambiente hospedeiro e a necessidade de adaptar mecanismos de sobrevivéncia e

persisténcia.

Figura 26 — Analise funcional de proteinas associadas a gEVs em diferentes tempos de
incubagéao (1 e 24 h)
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Nas hEVs de 1 h, os principais processos biolégicos envolvidos foram
processos de desenvolvimento, processos celulares e processos de organismo
multicelular, refletindo atividades que ocorrem nas fases iniciais da interagcdo das
vesiculas com as células hospedeiras. Por outro lado, nas hEVs de 24 h, destacaram-
se os processos de ligacdo, atividade de molécula estrutural, atividade catalitica e
atividade de transportador (Figura 27). Essa analise evidencia uma alteragao no perfil
funcional das hEVs ao longo do tempo, sugerindo que suas fungdes biologicas variam

conforme a tempo de liberagao de VEs.
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Figura 27 — Analise funcional de proteinas associadas a hEVs em diferentes tempos de
incubacgédo (1 e 24 h)
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Nas intEVs de 1 hora, predominavam proteinas associadas a organizagao do
citoesqueleto, dobramento de proteinas e geracdo de precursores metabdlicos e
energia. Essas fungbes refletem respostas celulares iniciais, possivelmente
relacionadas a adaptacao imediata ao ambiente de interagao.

Apos 24 h, além da manutengao dessas proteinas, observamos a presenca de
proteinas exclusivas relacionadas a processos de ligacdo, translocagéo
citoplasmatica e localizacdo na membrana plasmatica. Esse enriquecimento funcional
ao longo do tempo pode indicar uma resposta adaptativa mais complexa, influenciada
pelo prolongamento da interagao entre o parasita e a célula hospedeira.

Interessantemente, alguns desses processos identificados nas intEVs de 24 h
foram mais semelhantes aos observados nas gEVs, principalmente em relacéo a
localizacdo na membrana plasmatica e a translocagao citoplasmatica. Esse padrao
sugere uma possivel influéncia do parasita na modulagdo da carga proteica das
intEVs, potencialmente direcionada para favorecer mecanismos de persisténcia e
evasao no ambiente hospedeiro. Assim, a interagdo prolongada pode desencadear
sinais biolégicos que modulam seletivamente a composi¢ao das intEVs, refletindo uma

adaptacao do parasita as condi¢des impostas pelo hospedeiro (Figura 28).

Figura 28 — Analise funcional de proteinas associadas a intEVs em diferentes tempos de
incubagéo (1 e 24 h)
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Considerando que a maioria das proteinas presentes nas intEVs é
proveniente da interacdo com G. intestinalis, realizamos uma analise comparativa
entre as gEVs e intEVs nos tempos de 1 hora e 24 h. Observamos que as gEVs de 24
h apresentaram o maior numero de proteinas (~235), evidenciando uma maior
complexidade proteica associada ao prolongamento da interacdo. De forma
interessante, as intEVs de 24 h demonstraram uma sobreposigao significativa com as
proteinas identificadas tanto nas gEVs de 1 hora quanto nas préprias intEVs de 1 h.

Essa sobreposi¢cao sugere que, ao longo do tempo, as intEVs comegam a
adquirir caracteristicas proteicas semelhantes as gEVs no inicio da interagdo. Tal
comportamento pode indicar que, apdés 24 h, as intEVs iniciam um processo
adaptativo ao ambiente do hospedeiro, possivelmente moduladas por sinais biolégicos
que exigem maior tempo para serem processados. Isso pode envolver o turnover de
RNAs, sintese de proteinas e seu processamento via vesiculas extracelulares,
levando a uma carga proteica mais complexa.

Além disso, a adaptacido proteica observada nas intEVs pode refletir uma
resposta ativa da maquinaria parasitaria, intensificando a produgéo de proteinas para
facilitar a persisténcia e evasao ao sistema imune do hospedeiro. Assim, as intEVs de
24 h podem estar assumindo fungdes mais complexas e adaptativas, semelhantes as
observadas nas gEVs, o que reforga a hipdtese de que a dinamica da interagao
parasita-hospedeiro e 0 ambiente inflamatdrio influenciam diretamente a composigao

e o papel funcional dessas vesiculas ao longo do tempo (Figura 29).
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Figura 29 — Distribuicdo das proteinas identificadas nas gEVs e intEVs em 1 e 24 h

gEV 24h intEV 1h

intEV 24h

Diagrama de Venn representando a distribuicdo das proteinas identificadas nas vesiculas
extracelulares de G.intestinalis (QEVs) e vesiculas da interagao (intEVs) em diferentes tempos de
coleta (1h e 24h). Cada cor corresponde a uma condigado experimental: gEVs 1h (azul), gEVs 24h

(amarelo), intEVs 1h (verde) e intEVs 24h (vermelho). Os niumeros indicam a quantidade de proteinas
exclusivas ou compartilhadas entre as condigdes.

Entre as principais proteinas presentes em gEVs em 1 hora estdo: alfa-
giardinas, proteinas ribossomais, VSPs. Em 24 h, além dessas proteinas, observamos
a presenca de arginina deiminase, ornitina transcarbamilase entre outras proteinas
associadas a viruléncia do parasito.

Ja as proteinas das intEVs em 1 hora estavam ligadas a processos de adesao
e organizagédo do citoesqueleto, indicando um inicio de interagdo e modulagdo mutua.
E em 24 h, apresentaram uma mudanga substancial em seu conteudo, com o
surgimento de proteinas relacionadas a modulagéo imune, resposta ao estresse e
transporte intracelular. Isso sugere que, ao longo do tempo, as intEVs se tornam mais
complexas, refletindo o avanco da interagdo parasita-hospedeiro e o esforgco do

parasita para persistir e modular o ambiente.

4.4.1.4 Analise do perfil de expressao proteica das vesiculas extracelulares

Para investigar se as células hospedeiras (Caco-2) geram uma resposta
especifica a interacdo com G. intestinalis, analisamos as proteinas exclusivamente de
origem hospedeira presentes nas intEVs nos tempos de 1 e 24 h. Os resultados estéo

resumidos na Tabela 1, destacando proteinas que desempenham fungdes essenciais
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em processos celulares fundamentais, como sintese de proteinas, metabolismo
energético, adesao celular e transporte de oxigénio.

No entanto, identificamos apenas 12 proteinas diferencialmente expressas ao
longo dos tempos de interagdo, e nenhuma delas apresentou uma associagéo clara
com mecanismos de protecdo do hospedeiro contra o patdégeno. As proteinas
identificadas foram: cadeia pesada de clatrina 1, fosfoenolpiruvato hidratase, L-lactato
desidrogenase, GTPase nuclear Ran, aldolase frutose-bisfosfato, anexina A2,
proteina de choque térmico HSP 90-beta, fator de elongagéo 2, cofilina-1, peptidil-
prolil isomerase A, proteina principal do vault e proteina rica em prolina de
queratindcitos.

Esses dados sugerem que, durante o periodo analisado, a resposta proteica do
hospedeiro presente nas intEVs nao indica um mecanismo efetivo de defesa contra o
parasita. Isso pode reforgar a hipotese de que o parasita exerce uma modulagao sobre
o conteudo das vesiculas, influenciando o perfil proteico e, possivelmente,

contribuindo para a evasao da resposta imune e para a persisténcia da infecgao.

Tabela 1 — Proteinas exclusivas da célula hospedeira (Caco-2) apoés 1 e 24 de interagdo com G.
intestinalis

Proteina 1h 24 h Principal fungao biolégica
Clathrin heavy chain 1 - V4 Formacao de vesiculas e
endocitose
Elongation factor 1-alpha v v Facilita o alongamento de

cadeias polipeptidicas durante a

traducao
Histone H2A type 1-D V4 V4 Estrutura e regulacao da
cromatina
Phosphopyruvate - v Participa do metabolismo
Hydratase glicolitico
Globin domain-containing v v Transporte de oxigénio
Protein
L-lactate dehydrogenase v v Conversao de piruvato em

lactato no metabolismo energético
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Pyruvate kinase

Converséao de
fosfoenolpiruvato em piruvato na

glicdlise

Apolipoprotein C-llI

Metabolismo e transporte

de lipidios

GTP-binding nuclear

protein Ran

Transporte
nucleocitoplasmatico e regulagao

da divisao celular

Joining chain of multimeric
IgA and IgM

Estrutura e funcao das

imunoglobulinas

Lactotransferrin

Transporte de ferro e

defesa antimicrobiana

Ceruloplasmin

Transporte de cobre e

atividade antioxidante

Alpha-globin Componente da
hemoglobina para transporte de
oxigénio
Transferrin Transporte de ferro no

sangue

Actin, cytoplasmic 2

Estrutura e mobilidade

celular

Fructose-bisphosphate

Aldolase

Metabolismo glicolitico

Amine oxidase [copper-

containing] 2

Catalisa a desaminacéo de

aminas primarias

L-lactate dehydrogenase

A chain

Conversao de piruvato em

lactato

Alpha-2-macroglobulin

Inibidor de proteases e

regulacao imune

Fibronectin

Adesao celular e

manutencao da matriz extracelular

Tubulin beta-4A chain

Componente do

citoesqueleto

Annexin A2

Modulacdo da membrana

plasmatica e sinalizacao celular
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Tubulin beta chain,

Tubulin beta-5 chain

Componente do

citoesqueleto

Heat shock protein HSP
90-beta

Chaperona envolvida na

estabilizagao de proteinas

Tubulin alpha-3C chain

Componente do

citoesqueleto

Heat shock cognate 71

kDa protein

Chaperona envolvida no

dobramento de proteinas

Elongation factor 2

Facilita o alongamento de
cadeias polipeptidicas durante a

traducao

Putative heat shock 70
kDa protein 7

Chaperona relacionada

com o estresse celular

Cofilin-1

Dindmica do citoesqueleto

de actina

Insulin-like growth factor-
binding protein complex acid

labile subunit

Modula a disponibilidade

de fatores de crescimento

Lysozyme C

Enzima antibacteriana

Peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase A

Facilita o dobramento de

proteinas

Maijor vault protein

Transporte intracelular e

possivel papel na resposta imune

Keratinocyte proline-rich

Protein

Participacao na estrutura

celular e adeséao

Suprabasin

Protecdo da epiderme e

adeséao celular

A analise do perfil de expresséao proteica revelou diferengas entre os tempos

de 1 hora e 24 h, com um aumento expressivo na quantidade e diversidade de

proteinas apos 24 h principalmente nas gEVs (destaque amarelo) e intEVs (destaque

azul), observados na Figura 30. Esse aumento pode refletir uma resposta adaptativa

ao prolongamento da interacdo parasita-hospedeiro. A lista detalhada das proteinas

obtidas da analise protedmica pode ser visualizada no anexo |.
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Nas intEVs de 24 h, a presenga de proteinas associadas ao transporte
intracelular, como cadeia pesada de clatrina 1 e proteina nuclear de ligagdo ao GTP
Ran, sugere a ativacao de processos endociticos e de translocagao de proteinas. O
aumento de proteinas relacionadas ao metabolismo energético, como
fosfoenolpiruvato hidratase e aldolase frutose-bisfosfato, pode indicar uma maior
demanda energética para sustentar processos celulares de defesa ou reparo. A
identificacdo de chaperonas, como a proteina de choque térmico HSP 90-beta, aponta
para uma resposta ao estresse celular.

De forma semelhante, o enriquecimento proteico nas gEVs de 24 h, incluindo
proteinas associadas a adesao celular e ao citoesqueleto, como cadeia beta-4A de
tubulina e anexina A2, sugere uma possivel adaptacédo estrutural das vesiculas ao
longo do tempo pode indicar uma preparagao do parasita para uma interagdo mais
persistente com o hospedeiro. Esses resultados sugerem que, ao longo de 24 h,
ocorre uma modulagdo na carga proteica das vesiculas, possivelmente influenciada
por sinais biolégicos complexos relacionados a interagdo parasita-hospedeiro e ao

ambiente inflamatoério.

Figura 30 — Nivel de expressao das proteinas nas gEV, hEV e intEV aos 1 e 24 h, por de
mapa de calor
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intEV 24h
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Mapa de calor representando os niveis de expressao das proteinas contidas nas vesiculas
extracelulares de G. intestinalis (QEV), do hospedeiro (hEV) e da interacdo (intEV)em 1 e 24 h. O
destaque amarelo indica o aumento da expressao proteica em gEVs ao longo do tempo, enquanto o
destaque azul aponta a variagao na carga proteica das intEVs. A intensidade da coloracéo representa
a abundancia relativa das proteinas, variando de baixa (verde) a alta (vermelho).

Essas observacbes reforcam a importancia das VEs como ferramentas
estratégicas na comunicagdo parasita-hospedeiro. Compreender como essas
vesiculas modulam o ambiente e contribuem para a patogénese é crucial para o
desenvolvimento de intervencdes terapéuticas que possam interromper esses

processos e fortalecer a resposta do hospedeiro contra o parasita.

4.5 CARACTERIZACAO DO EPITELIO INTESTINAL EM CULTIVO
TRIDIMENSIONAL DE CELULAS CACO 2 (3D)

4.5.1 Formacado do epitélio intestinal em 21 dias e caracterizagdo das vesiculas

extracelulares

A infeccéo por G. intestinalis esta associada a disfungédo da barreira epitelial
intestinal, comprometendo a integridade das jungdes celulares e aumentando a
permeabilidade do epitélio. Nossa hipotese é que as VEs liberadas pelo parasito
possam desempenhar um papel ativo nesse processo, modulando a resposta das
células epiteliais e contribuindo para a quebra da barreira. Para investigar essa
hipotese, utilizamos um modelo tridimensional (3D) de células Caco-2, que permite
uma analise mais fisioldgica das interagdes entre VEs e células hospedeiras.

Inicialmente, células Caco-2 foram cultivadas em um sistema Transwell por 21
dias para permitir sua diferenciacdo em um epitélio intestinal funcional. Apds esse
periodo realizamos a caracterizagao inicial das células Caco-2, através do
acompanhamento da resisténcia elétrica transepitelial (TEER), da quantificagdo e
caracterizagao das VEs liberadas e a determinacédo da concentragao proteica (Figura
31).

A maturagdo da monocamada epitelial foi monitorada ao longo do tempo por
meio da analise do TEER (Figura 31A). Observamos um aumento gradual da
resisténcia ao longo dos 21 dias de cultivo, estabilizando em valores préximos a 200
Q.cm?. Esse dado indica a formagao de jungdes celulares funcionais e reforga a
adequacgao do modelo como barreira epitelial diferenciada. A quantificacido das VEs
por NTA revelou uma maior concentragdo de vesiculas extracelulares pequenas

(SEVs) em comparagao com as vesiculas extracelulares grandes (LEV) (Figura 31B).
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Esse achado sugere que o microambiente celular favorece a liberagao de vesiculas
menores, potencialmente associadas a mecanismos especificos de comunicagao
intercelular. O tamanho médio das vesiculas demonstrou que as LEVs apresentaram
didmetro maior do que as SEV (Figura 31C). Além disso, o conteudo proteico
associado as vesiculas extracelulares revelou uma maior concentragdo de proteinas

nas LEV em comparagao com as SEV (Figura 31D).

Figura 31 — Caracterizagao inicial das células Caco-2 cultivadas por 21 dias em um sistema
tridimensional
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A) Desenvolvimento da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) ao longo do tempo. (B)
Concentragao de vesiculas extracelulares classificadas como grandes (LEVs) e pequenas (SEVs). (C)
Tamanho médio das vesiculas extracelulares. (D) Quantificagdo do contelido proteico associado as
vesiculas extracelulares. Os dados sao apresentados como média * desvio padrao.

4.5.2 Impacto de G. intestinalis e suas vesiculas extracelulares na barreira intestinal

Inicialmente, a investigagdo concentrou-se na avaliagdo da integridade da
barreira epitelial, um indicador primario da resposta celular a infecgao. A resisténcia
elétrica transepitelial (TEER) foi mensurada para quantificar as alteragbes na barreira
epitelial apos exposicdo a G. intestinalis e suas vesiculas extracelulares.
Surpreendentemente, os resultados ndao mostraram alteragdes significativas na
resisténcia epitelial, indicando que sob as condi¢des testadas, nem o parasita nem
suas vesiculas comprometeram a integridade da barreira de forma detectavel (Figura

32A). Contudo, uma analise mais detalhada da expressao do gene ZO-1, crucial para
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a organizagao das tight junctions, revelou uma tendéncia a diminuicdo na sua
expressao nos tratamentos combinados de vesiculas e parasitas (Figura 32B),
sugerindo uma possivel modulagao subcelular que nao se refletiu nos testes de TEER.

Nao foram observadas diferengas na permeabilidade celular (dados n&do mostrados).

Figura 32 — Avaliacdo da integridade da barreira epitelial intestinal na presencga G. intestinalis e de
suas vesiculas extracelulares
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A) Resisténcia elétrica transepitelial (TEER) apds diferentes incubagdes com G. intestinalis,
gEV (80 e 160 ug) e G. intestinalis combinada com 80 e 160 ug de gEV (gEV + Gl). (B) Expresséao
relativa do gene ZO-1 em células Caco-2 expostas a G. intestinalis e suas vesiculas extracelulares.

Os dados sao apresentados como média + desvio padrao.

4.5.3 Resposta a concentragdes elevadas de vesiculas extracelulares

Procedendo a analise anterior, exploramos a resposta da barreira epitelial a
concentragdes elevadas de vesiculas. Diferentes concentragbes de gEV (100 e 200
ug) foram testadas para determinar se quantidades maiores poderiam exacerba-las
ou mitigar as alteracdes observadas anteriormente. Os dados de TEER néo
mostraram diferengas expressivas em resposta ao tratamento com gEV, ou a
combinacgao de gEV e G. intestinalis independentemente da concentracao utilizada
(Figura 33A). A permeabilidade paracelular, avaliada pelo coeficiente Papp, também
permaneceu inalterada em todos os tratamentos (Figura 33B). Este conjunto de
resultados sugere que a barreira epitelial mantém sua funcionalidade mesmo na

presenca de altas concentracdes de vesiculas.
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Figura 33 — Avaliagédo da integridade da barreira epitelial intestinal apds tratamento com G. intestinalis
e vesiculas extracelulares do parasita atraves do coeficiente de permeabilidade aparente (Papp)
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A) Medida da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) das células Caco-2 diferenciadas por
21 dias e tratadas com G. intestinalis, ggV (100 ug ou 200 ug) ou ambos, e DMSO 15% (controle
positivo) apés 24 h. (B) Coeficiente de permeabilidade aparente (Papp). Os dados sao expressos
como média + desvio padrao.

4.5.4 Dinamica temporal de liberacdo de vesiculas durante a formacado do epitélio
intestinal

A pesquisa foi aprofundada com a analise da dinamica temporal de liberagéo
das vesiculas durante o processo de diferenciagao das células Caco-2, isoladas nos
dias 7, 14 e 21. Utilizando analise de NTA observou-se que a concentragdo das
vesiculas permaneceu constante ao longo do tempo (Figura 34A), embora com um
aumento expressivo no conteudo proteico no dia 21 da diferenciagédo (Figura 34C).
Em relagcédo ao tamanho das VEs liberadas, nos estagios iniciais da diferenciagao (dias
7 e 14), as VEs apresentam um didmetro médio entre 100 e 150 nm, compativel com
as SEVs. No entanto, no dia 21, o tamanho médio das VEs aumenta para
aproximadamente 200 nm, caracterizando-as como LEVs (Figura 34B). Essas
observagdes indicam uma possivel adaptagdo na carga de vesiculas relacionada ao
estado de diferenciacdo celular, com implicacbes potenciais para a comunicagao

celular e a resposta a infecgdes.

Figura 34 — Liberagao das vesiculas extracelulares durante formagéo do epitélio intestinal
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A) Analise das VEs isoladas dos dias 7, 14 e 21 da diferenciagao das células Caco-2,
avaliando a concentragao de particulas por NTA (A), tamanho médio das vesiculas (B) e
concentragao total de proteinas (C).

4.5.5 Avaliacdo da permeabilidade celular ap6s exposicdo a G. intestinalis e suas
vesiculas extracelulares

Para avaliar o impacto da exposi¢ao das células Caco-2 a G. intestinalis e
suas VEs na integridade da barreira epitelial, a permeabilidade paracelular foi
mensurada por meio do coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) apds 48 h de
incubacao. Os resultados nao indicaram alteragdes significativas na permeabilidade
epitelial sob as condi¢des testadas (Figura 35A), sugerindo que nem o parasita nem
suas VEs comprometeram a barreira de forma detectavel nesse periodo.

Dando continuidade a analise, investigamos a liberagédo de vesiculas durante
a interagao entre células Caco-2 diferenciadas e G. intestinalis neste periodo de 48 h.
As VEs liberadas foram isoladas e quantificadas, revelando, por meio da analise de
NTA, um aumento expressivo na concentragcao dessas vesiculas na condicdo de
exposicao ao parasita e suas VEs em comparagao com o controle (Figura 35B). Além
do aumento na concentracéo, avaliamos o tamanho destas VEs. Embora o tamanho
médio das vesiculas tenha variado entre os grupos experimentais, observamos que o
contato do parasito com as células Caco-2 induziu a liberagao de vesiculas com
didmetro superior a 300 nm (Figura 35C), sugerindo um possivel mecanismo de

modulagao na biogénese dessas estruturas.

Figura 35 — Avaliagédo da integridade da barreira epitelial intestinal apds tratamento com G. intestinalis
e vesiculas extracelulares do parasita
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A) Permeabilidade celular aparente (Papp) medida apés 48h de tratamento com diferentes
condi¢des experimentais, incluindo G. intestinalis, gEVs isoladas e controle (EGTA e Metoprolol).
Caracterizagao das VEs isoladas apos 48h de interagéo parasita-hospedeiro, analisando a
concentracao de particulas por NTA (B) e tamanho médio das vesiculas (C).

4.5.6 Otimizacao do método para avaliar a permeabilidade celular do epitélio

Para superar as dificuldades encontradas na detec¢ao da quebra da barreira
epitelial nos experimentos anteriores, realizamos uma abordagem detalhada para
avaliar a permeabilidade celular ao longo do tempo. A aplicagdo do método de
permeabilidade aparente (Papp) nao revelou de forma clara a perda de integridade
das células Caco-2, apesar de outros ensaios indicarem alteragcdes na barreira
epitelial. Essa limitacao poderia estar relacionada a sensibilidade do método, ao
tempo de incubacéo ou a dinamica dos compostos utilizados como marcadores de
permeabilidade.

Para investigar essa questao, conduzimos um ensaio temporal de 6 h utilizando
diferentes controles positivos de quebra da barreira epitelial: EGTA, EDTA e
metoprolol. Durante as primeiras horas (1-4 h), a permeabilidade permaneceu
relativamente estavel e baixa em todas as condi¢cbes testadas, sem diferengas
significativas entre os grupos. No entanto, apés 6 h, observamos um aumento
expressivo da permeabilidade, especialmente nas condi¢cdes tratadas com EGTA e
EDTA. Com base nesses resultados, estabelecemos o EGTA como controle positivo
para a quebra da barreira epitelial e padronizamos a avaliagdo da permeabilidade

celular apés 6 h de incubagao com FITC-Dextran (Figura 36).

Figura 36 — Avaliagdo da permeabilidade epitelial ao longo do tempo e definicdo do controle positivo
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Esta figura mostra a variagéo da permeabilidade aparente (Papp) em funcéo do tempo (h) para os
grupos Controle, EGTA, EDTA e Metoprolol.

4.5.7 Avaliagao da formacgao e maturacao do epitélio intestinal ao longo do tempo

A maturagao do epitélio intestinal in vitro € um fator critico para a indugao da
quebra de barreira, e a literatura apresenta variagdées no tempo necessario para a
diferenciagao completa das células Caco-2, o que gera incertezas sobre a adequagao
do periodo de 21 dias. Para esclarecer essa questdo, realizamos um
acompanhamento da diferenciacao epitelial, avaliando a densidade celular nos dias
10, 15 e 21.

Observagdes microscopicas anteriores indicaram que, aos 21 dias, as células
nao apresentavam a confluéncia ideal para a diferenciagdo completa, sugerindo que
o epitélio ndo estava completamente formado (dados n&o mostrados). Para otimizar
esse processo, testamos diferentes revestimentos de superficie (coatings), incluindo
gelatina 1% e poli-L-lisina (PLL), a fim de melhorar a adesao e a maturacéao celular.

As células cultivadas em gelatina 1% apresentavam alta densidade celular em
toda a superficie da membrana transwell, com formac¢ao de multicamadas, no dia 10.
Porém, ao longo do tempo, observou-se uma redugdo progressiva na densidade
celular, com células dispersas e crescimento desigual no dia 21. Em contraste, as
células cultivadas em PLL apresentaram adesao deficiente e crescimento celular
limitado tanto nas bordas quanto no centro da membrana, o que comprometeu a
formacao do epitélio (Figura 37). Esses resultados indicam que o tempo de

diferenciacao e as condi¢des de cultivo podem influenciar diretamente a estruturagao



da monocamada epitelial, sendo necessario uma padronizagdo nas condi¢des

experimentais para garantir um modelo mais representativo do epitélio intestinal.

Figura 37 — Avaliacdo da densidade celular em membranas tratadas com gelatina 1% e PLL ao longo
da diferenciagao das células Caco-2
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Micrografia de células Caco-2 diferenciadas durante 21 dias, utilizando superficies tratadas com
gelatina 1% e PLL. As células foram marcadas com DAPI para visualizagdo dos nucleos e as
ampliagdes utilizadas para captura das imagens — 20x.

4.5.8 Otimizacdo do modelo de diferenciagdo celular com interface ar-liquido

Visando aprimorar a diferenciacdo celular e promover um crescimento mais
homogéneo, implementamos uma metodologia baseada no estudo de He e
colaboradores (2021). O modelo de interface ar-liquido (ALI) foi utilizado para simular
de maneira mais fiel as condigdes fisioldgicas, expondo a superficie apical das células
ao ar, enquanto a regiao basal continuava em contato com o meio de cultura, o que
favorece a diferenciagao celular e melhora sua funcionalidade.

Adaptamos esse protocolo utilizando gelatina 1% como coating e privagéo de
meio (método ALI) no compartimento apical foi realizado partir de 48 h de
diferenciagcdo. O cultivo foi monitorado até o 21° dia, com o objetivo de avaliar a
formacdo e maturagcdo do epitélio. No 10° dia de diferenciagdo, observamos um
crescimento celular mais homogéneo por toda a membrana, o que nos permitiu

hipotetizar a formagédo de um epitélio maduro. No entanto, com o passar dos dias,
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observou-se uma diminui¢do na densidade celular (Figura 38), sugerindo que a
diferenciagcdo nao se manteve de forma ideal ao longo do tempo, o que pode estar
relacionado a fatores como a reducao da disponibilidade de nutrientes ou o proéprio

processo de maturacéao celular.

Figura 38 — Diferenciagéo de células Caco-2 com privagao de meio no compartimento apical
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Micrografia de células Caco-2 diferenciadas durante 21 dias, utilizando superficies tratadas com
gelatina 1%e ALI. As células foram marcadas com DAPI para visualizagao dos nucleos e as
ampliagdes utilizadas para captura das imagens — 20x.

4.5.9 Impacto da co-cultura na liberagao de vesiculas extracelulares

Para otimizar a avaliacdo da quebra do epitélio utilizando a permeabilidade
aparente (Papp), ajustamos o protocolo para 10 dias de diferenciagédo, mantendo a
privagdo de meio no compartimento apical e o coating com gelatina 1%. Além do
cultivo isolado de células Caco-2, introduzimos a co-cultura com células HT-29,
visando um modelo epitelial mais representativo, incorporando tanto células
absortivas quanto secretoras de muco, o0 que poderia conferir uma maior
complexidade funcional ao sistema.

No primeiro momento, realizamos a caracterizagdo das vesiculas isoladas no
10° dia de diferenciagdo, analisando a concentragdo e tamanho por NTA. Os
resultados obtidos para as células Caco-2 cultivadas isoladamente indicaram que, no
10° dia de cultivo, a liberagdo de VEs atingiu uma concentracdo média de
aproximadamente 220 x 108 particulas/mL (Figura 39A), com um didmetro médio em
torno de 150 nm (Figura 39B). Por outro lado, quando as células Caco-2 foram co-
cultivadas com células HT-29, a concentracdo de vesiculas liberadas foi
consideravelmente menor, aproximadamente 33 x 10® particulas/mL, e o tamanho
meédio das vesiculas foi consideravelmente maior, atingindo cerca de 500 nm. Essa

surpreendente diferenca pode indicar que a interagcao entre os dois tipos celulares
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modula o processo de liberacdo e composicdo das VEs. Além disso, o aumento no
tamanho médio das vesiculas pode indicar que essas VEs carregam uma carga
molecular maior ou diferente, potencialmente desempenhando um papel distinto na

comunicacao intercelular.

Figura 39 — Caracterizagéo das vesiculas extracelulares liberadas por células Caco-2 isoladas e da
co-cultura Caco-2/HT-29 no 10° dia de diferenciagao
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A) Concentragao de vesiculas extracelulares (particulas/mL) liberadas por células Caco-2
isoladas e da co-cultura Caco-2/HT-29 no 10° dia de cultivo. B) Tamanho médio das vesiculas
extracelulares liberadas por ambos os grupos, analisados por NTA.

4.5.10 Impacto da co-cultura de G. intestinalis e suas vesiculas extracelulares na
permeabilidade celular

Em seguida, para investigar o impacto das VEs na integridade da barreira
epitelial, adicionamos G. intestinalis (MOI 10), (JEVs) e a combinagao de ambos as
células epiteliais diferenciadas. A permeabilidade celular foi avaliada por meio da
medida da permeabilidade aparente (Papp). Nos ensaios realizados em células Caco-
2, observamos um aumento da Papp apenas no tratamento com EGTA, utilizado como
controle positivo para a quebra da barreira epitelial. No entanto, a infecgdo com G.
intestinalis e o tratamento com gEVs resultaram em uma redugédo da permeabilidade
em comparagao ao controle negativo (Figura 40A), o que poderia indicar um efeito
compensatoério ou resposta adaptativa das células epitelial a presenca do parasita e
VEs. Além disso, isolamos e caracterizamos as VEs liberadas apds as interacdes. Os
resultados demonstraram que a infeccdo por G. intestinalis induziu um aumento

expressivo na liberacédo de VEs pelas células epiteliais, um efeito também observado
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na condicdo em que o parasita e suas vesiculas foram adicionados simultaneamente
(Figura 40B). Além do aumento na quantidade, as VEs liberadas nessas condi¢oes
apresentaram um tamanho médio maior em comparagdo as células nao tratadas
(Figura 40C). Possivelmente uma resposta ao efeito de estresse ou vias de

sinalizagao induzidas pelo parasito.

Figura 40 — Efeito da infecg¢ao por G. intestinalis e de suas vesiculas extracelulares (QEVs) na
permeabilidade epitelial e na liberagao de vesiculas pelas células Caco-2
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A) Permeabilidade aparente (Papp) das células Caco-2 apés 10 dias de diferenciacao,
tratadas com G. intestinalis (MOI 10), gEVs ou a combinagédo de ambos. B) Concentracao de
vesiculas extracelulares liberadas apés as diferentes interagdes. C) Tamanho médio das vesiculas
extracelulares analisadas por NTA.

Diferentemente células Caco-2 cultivadas individualmente, a co-cultura de
células Caco-2 e HT-29 apresentou um aumento na permeabilidade epitelial em todas
as condigdes testadas, incluindo a infecgéo por G. intestinalis, o tratamento com gEVs
e a combinagcdo de ambos (Figura 41A). Esse achado sugere um possivel efeito
sinérgico entre o parasita e suas VEs na desestabilizagado da barreira epitelial quando
ambas as linhagens celulares estao presentes, possivelmente devido a alteragdes na
composi¢cao da matriz extracelular ou na dinadmica das jungdes intercelulares.

Essas mesmas condi¢des resultaram em um aumento liberagédo de VEs (Figura
41B), indicando que a co-cultura pode amplificar a resposta celular a infeccéo e ao
estimulo por gEVs. Notavelmente, o tamanho médio das vesiculas liberadas também
foi maior, acima de 350 nm (Figura 41C), reforcando a hipétese de que a interagéo
entre diferentes tipos celulares pode influenciar ndo apenas a quantidade, mas

também as caracteristicas estruturais das VEs.
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Figura 41 — Efeito da infecgao por G. intestinalis e de suas vesiculas extracelulares (gEVs) na
permeabilidade epitelial e na liberagao de vesiculas em co-cultura de Caco-2 e HT-29
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A) Permeabilidade aparente (Papp) da co-cultura de células Caco-2 e HT-29 apés 10 dias de
diferenciacéo, tratadas com G. intestinalis (MOl 10), gEVs ou a combinac&o de ambos. B)
Concentragéao de vesiculas extracelulares liberadas apés as diferentes interagdes. C) Tamanho
médio das vesiculas extracelulares analisadas por NTA.

4.6 EFEITO DAS VESICULAS NA INDUCAO DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
CELULAS CACO-2

Para compreender o impacto fenotipico das VEs nas células epiteliais
intestinais, avaliamos a resposta dessas células a espécies reativas de oxigénio
(ROS), em diferentes condigcbes apds a exposicao as VEs. O estresse oxidativo € um
fator critico na homeostase celular e pode influenciar a integridade da barreira epitelial,
a ativacao de vias de sinalizagao e a resposta inflamatéria.

Inicialmente, testamos as concentragdes 7 e 30 ug de gEV, hEV e intEV por 3
e 6 h na resposta ao estresse oxidativo. Nés observamos que apds esse periodo nao
houve alteragdes significativas, no entanto observamos uma oscilagéo elevada, o que
poderia indicar um efeito (Figura 42A). Diante disso, realizamos um novo experimento
avaliando concentragdes mais elevadas (100 e 200 pg) de gEV e incluindo G.
intestinalis isoladamente e em combinagado com gEV, com tempos de incubacgéo de 3
e 24 h. Os resultados mostraram um padrao variavel em 3 h, sugerindo uma possivel
resposta inicial, mas sem aumento expressivo dos niveis de ROS ao longo de 24 h
(Figura 42B). Esses achados indicam que, nas condi¢cbes testadas, as VEs e G.

intestinalis nao induzem estresse oxidativo significativo nas células Caco-2.
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Figura 42 — Niveis relativos de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células Caco-2 apds
incubacdo com diferentes vesiculas extracelulares (QEV, hEV, intEV) e G. intestinalis
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A) Avaliagao inicial com baixas concentragées (7 e 30 ug) por 3 e 6 h. (B) Analise com
concentragdes mais elevadas (100 e 200 ug) de gEV e G. intestinalis isoladamente ou em
combinagéo, por 3 e 24 h. Os dados representam a média + DP.
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5 DISCUSSAO
5.1 DIFERENTES TIPOS DE VESICULAS EXTRACELULARES SAO PRODUZIDOS
DURANTE A INTERACAO PARASITA-CELULA HOSPEDEIRA
A liberacao de VEs por protozoarios parasitas ja foi demonstrada em diversas
espécies, incluindo T. vaginalis (Twu et al., 2013), Leishmania spp (Silverman et al.,
2008; Zauli et al., 2023), T. gondii (Li et al., 2018; Gémez-Chavez et al., 2023), T. cruzi
(Cestari et al., 2012) e Plasmodium (Tandoh et al., 2021; Khowawisetsut et al., 2023),
entre outros. No caso de Giardia, nossos achados indicam que as VEs geradas
durante a interagao parasita-célula hospedeira apresentam um tamanho médio de
150-300 nm, consistente com pesquisas anteriores (Gavinho et al., 2020). Determinar
até que ponto as membranas do parasita ou das células hospedeiras contribuem para
a formacao dessas vesiculas de interacdo € um desafio. No entanto, um estudo de
Ramirez et al. (2017) revelou que VEs derivadas da interacdo entre formas
metaciclicas de T. cruzi e células THP-1 contém proteinas tanto do patégeno quanto
do hospedeiro, sugerindo através de experimentos de FRET, um possivel processo
de fusdo de membranas durante a liberagao das VEs. Entender se essas vesiculas
mistas desempenham um papel diferencial durante a interacdo parasita-célula
hospedeira é de particular interesse, especialmente porque poucos estudos
exploraram as diferengas na origem das VEs (Mantel & Marti, 2014).

Nés temos proposto que vesiculas de interagdo (intEVs) sugerem um papel
mais amplo para as VEs além da comunicagao tradicional: elas representam um
mecanismo de fusdo de membranas que permite aos patégenos se apropriarem dos
recursos do hospedeiro de maneiras que podem remodelar a dinAmica hospedeiro-
patdgeno, aprimorar a viruléncia ou modulagao imune. Essas vesiculas hibridas sao
caracterizadas por suas membranas de origem dual, contendo uma mistura de
proteinas, lipidios e outros componentes moleculares derivados tanto do hospedeiro
quanto do patégeno. Essa composi¢cado unica permite que as vesiculas de interagcéo
atuem como plataformas especializadas para a troca de sinais moleculares, facilitando
a evasao imune, potencializando a viruléncia do patdégeno e modificando o ambiente
celular do hospedeiro para favorecer uma infeccao persistente. Nossa hipétese é que
as intEVs desempenham um papel duplo na interagcédo patdégeno-hospedeiro, podendo
tanto favorecer a infeccdo quanto desencadear respostas imunes. Elas transportam
PAMPs que ativam a imunidade inata, induzindo a produgcdo de citocinas e a

apresentacado de antigenos, o que pode contribuir para a eliminagdo do patdégeno
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(Chen et al., 2020; Wang et al., 2020). No entanto, sdo necessarias mais evidéncias

para esclarecer seu papel na nesta interagcao entre patégeno e hospedeiro.

5.2 A LIBERACAO DE LEVS DE G. INTESTINALIS E DE CELULAS HOSPEDEIRAS
E DEPENDENTE DE CALCIO

Ja foi descrito que a liberacdo de exossomos dependente de formacgdo de
corpusculos multivesiculares e do completo ESCRT nao é dependente de calcio. Em
contraste com os exossomos, as microvesiculas (MVs) ndo sao formadas na via
endocitica. Elas se formam a partir do brotamento da membrana plasmatica, em um
mecanismo dependente de calcio. A liberacdo das MVs ocorre através de estimulos
externos, ativadores ou algum tipo de dano celular que aumentam o influxo de Ca2+
para o citoplasma ou sua liberagédo do fontes internas. O aumento de [Ca2+] (Ca2+
intracelular concentragao) é seguido por clivagem mediada por calpaina da actina
constituida no citoesqueleto. Nesta condigao, a scramblase € ativado e transporta os
fosfolipidios carregados negativamente da membrana interna para o externo da
membrana plasmatica, resultando na formacao de microvesiculas com fosfatidilserina
exposta na superficie (Akers et al. 2013). Os nossos dados sugerem a dependéncia
de calcio para formacado de microvesiculas ou LEVs tanto nos parasitas quanto em
células hospedeiras. Observamos que células tratadas com EGTA (quelante de calcio)
e células inativadas com PFA inibem a liberagcdo de VEs maiores (LEVs) durante a
primeira hora de tratamento, pois observamos VEs de tamanho médio inferiores a 200

nm, sugerindo a importancia do calcio para liberagao de LEVs (Fig. 7).

5.3 DINAMICA DO “UPTAKE” DE VESICULAS EXTRACELULARES DURANTE A
INTERACAO PARASITA-CELULA HOSPEDEIRA

Compreender os mecanismos pelos quais as VEs sao internalizadas por
células hospedeiras € crucial para desvendar os processos de infecgdo e patogénese
estabelecidos por G. intestinalis. Nossos achados indicam que a internalizagao das
VEs ocorre predominantemente via endocitose, consistente com estudos prévios
(Mulcahy et al.,, 2014). A reducédo significativa do “uptake” de VEs a 4°C, que
observamos, reforca a ideia de que esse processo € dependente de energia,
corroborando estudos que mostram tendéncia semelhante (Jurgielewicz et al., 2020;
Svensson et al., 2013; Roerig et al., 2021), indicando que o processo pode ser

parcialmente ou completamente inativado.
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Nossos resultados de citometria de fluxo revelam padrboes distintos de
internalizagdo para os trés tipos de VEs, com as intEV sendo internalizadas mais
rapidamente do que os outros dois tipos de VEs nas primeiras seis h. Essa rapida
internalizagao sugere que as intEV possuem componentes de superficie ou moléculas
de sinalizagdo especificas que facilitam seu reconhecimento e interacdo com as
células Caco-2, o que requer mais investigagao (Nanbo et al., 2013; Schorey &
Harding, 2016). Esse achado esta alinhado com pesquisas anteriores indicando que
o “uptake” de VEs ¢ influenciada pelo tempo e pela dose, como também observamos
em nossos experimentos (de la Torre-Escuredo et al., 2019; Mbagwu et al., 2019;
Svensson et al., 2013).

Os dados de citometria podem ser complementados pelas analises de
microscopia confocal, que fornecem evidéncias cruciais sobre a dindmica da
internalizacao dos diferentes tipos de VEs. Ao contrario da citometria, que oferece
uma analise quantitativa, a microscopia confocal permite uma visualizacao
tridimensional e espacial, confirmando com maior precisdo a internalizacdo das
vesiculas dentro das células hospedeiras. O “uptake” uniforme observado na primeira
hora, seguido de um aumento notavel do “uptake” de intEV apds trés h, destaca as
interacbes complexas entre essas vesiculas e as células hospedeiras. Os perfis
distintos de internalizagao das gEVs, hEVs e intEVs sugerem que cada tipo pode
utilizar mecanismos especificos para o “uptake”. Por exemplo, células NK e linhagens
epiteliais exibem preferéncias distintas na internalizagdo de exossomos: células NK
possuem maior capacidade de internalizar exossomos originados delas mesmas e de
células derivadas da medula Ossea, enquanto células epiteliais absorvem
preferencialmente exossomos derivados de outras células epiteliais (Huyan et al.,
2018).

54 A PARTICIPACAO DAS VES NA COMUNICACAO PARASITA-CELULA
HOSPEDEIRA DEPENDE DE ENDOCITOSE E PODE SER BLOQUEADA POR
INIBIDORES
Para investigar as vias envolvidas na internalizacdo de VEs, utilizamos

inibidores especificos direcionados a diferentes tipos de endocitose. Nossos

resultados indicaram que o0s mecanismos mediados por clatrina, dinamina e

macropinocitose sao essenciais para esse processo, corroborando estudos anteriores

que destacam essas vias endociticas como fundamentais para o “uptake” de VEs
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(Mulcahy et al., 2014). Esses achados ressaltam a importancia dessas vias na
comunicagao celular e na interagédo patégeno-hospedeiro (Rai & Johnson, 2019; Bajic
et al., 2020).

Nossos dados sugerem fortemente que a internalizagédo das gEVs ocorre por
uma via dependente de clatrina e dinamina, independentemente de caveolas e balsas
lipidicas, mas modulada pela atividade de tirosina quinase a qual deve estar associada
a clatrina e receptores, assim como macropinocitose. Essa conclusao é sustentada
pela inibicdo substancial do “uptake” de VEs pelo Dynasore, um inibidor de dinamina,
que reduziu a internalizacdo de gEV, hEV e intEV em aproximadamente 90%. O
Dynasore atua como um inibidor de GTPase, bloqueando rapida e reversivelmente a
atividade da dinamina, impedindo assim a endocitose. Essa observacdo esta em
concordancia com estudos anteriores. Por exemplo, Guidi et al. (2013) demonstrou
gue o Dynasore reduziu significativamente a internalizacao de vesiculas da membrana
externa (OMVs) de bactérias e o subsequente dano ao DNA causado por toxinas,
sugerindo o envolvimento da endocitose dependente de dinamina na captacéo de
OMVs carregadas com toxina tifoide. Da mesma forma, Toribio et al. (2019) relatou
uma reducao significativa na internalizacédo de VEs apds tratamento com Dynasore,
inibindo até 80% da captacao de OMVs de Bacillus thuringiensis por células epiteliais
intestinais. Esses estudos destacam o potencial de se direcionar vias dependentes de
dinamina para interromper interagbes parasita-hospedeiro e inibir a comunicagao
patogénica mediada por VEs. Além disso, Joshi et al. (2020) demonstraram que
células neuronais internalizam VEs por uma via dependente de dinamina, com o
tratamento com Dynasore levando a uma reducgao significativa na captagéo. Nossos
achados reforcam ainda mais o papel essencial da dinamina na internalizacdo de
vesiculas derivadas do parasita e na interagao parasita-hospedeiro.

Para elucidar melhor os mecanismos endociticos envolvidos na internalizacéo
de VEs por células Caco-2, utilizamos microscopia confocal, que permitiu a
visualizagcdo em alta resolugdo do processo de internalizacdo das VEs. Essa
abordagem forneceu evidéncias sobre vias endociticas especificas e possibilitou a
localizagao precisa das VEs no ambiente celular (Nanbo et al., 2013; Mulcahy et al.,
2014).

O envolvimento das vias mediadas por clatrina e caveolina na endocitose de
VEs tem sido destacado em diversos estudos. Rai e Johnson (2019) demonstraram

que a internalizagado de VEs de T. vaginalis € dependente de caveolina e regulada
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pela caveolina-1 da célula hospedeira. De maneira semelhante, Bajic et al. (2020)
mostrou que VEs de Lactiplantibacillus plantarum BGANS8 sao internalizadas por
células HT-29 por meio da endocitose mediada por clatrina (CME), sem a necessidade
de balsas lipidicas enriquecidas com colesterol. O papel da CME na captacédo de VEs
foi ainda reforgado pelo uso de inibidores, como clorpromazina e Dynasore.

Para refinar nossa compreensdo sobre esses mecanismos de “uptake”,
utilizamos inibidores especificos de endocitose. Genisteina (inibidor de tirosina
quinase) e MDC (inibidor da endocitose mediada por clatrina) reduziram
significativamente a captacéo de intEV e gEV, embora com sensibilidades diferentes.
O “uptake” de gEVs foi mais afetado pela Genisteina, sugerindo uma maior
dependéncia da atividade de tirosina quinase, enquanto intEVs foram mais inibidas
pelo MDC, confirmando uma via dependente de clatrina. Esses resultados estao
alinhados com estudos anteriores que demonstram o “uptake” de VEs mediada por
clatrina em outros modelos. Escrevente et al. (2011) demonstraram que exossomos
de cancer de ovario séo internalizados via CME, com a supressao da clatrina ou a
inibicdo farmacolégica bloqueando significativamente sua captagéao.
Notavelmente, a combinacdo de genisteina e MDC produziu um efeito
sinérgico, reforcando ainda mais o envolvimento da dinamina em ambas as vias e
sugerindo uma possivel interacdo entre a endocitose mediada por clatrina e por
caveolina. No entanto, o tratamento com MBCD, que desestabiliza balsas lipidicas e
inibe vias mediadas por caveolas, ndo reduziu significativamente a captacado de
nenhum tipo de VE, sugerindo que caveolas ndo estao envolvidas na internalizagao
de gEVs. Além disso, a sinalizagao por tirosina quinase parece modular essas vias,
uma vez que a genisteina sozinha reduziu significativamente a captacao de gEVs, em
conformidade com os achados de Sorkin e Goh (2008), que demonstraram que a
atividade de tirosina quinase regula a CME durante a internalizagao de receptores.
Isso sugere que a sinalizagdo de tirosina quinase pode influenciar a eficiéncia da
captacéo de VEs e, consequentemente, impactar a comunicagao parasita-hospedeiro.
Além disso, utilizando EIPA (um inibidor do trocador Na+/H+), confirmamos um
papel crucial da macropinocitose na entrada das VEs, evidenciado por um alto nivel
de inibicdo (acima de 90%) em todos os tipos de VEs analisadas (gEV, hEV e intEV).
Isso sugere que a macropinocitose, influenciada pelo intercambio ibnico e pela
acidificagdo intracelular, € wuma via critica para a captagdo de VEs,

independentemente da origem das vesiculas. Costa Verdera et al. (2017) propbs que
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ainternalizag¢ao de VEs ocorre principalmente por endocitose independente de clatrina
e por macropinocitose, sendo essa ultima dependente de colesterol, tirosina quinase,
troca de Na+/H+ e atividade da fosfoinositideo 3-quinase, essenciais para a
macropinocitose. Pavkova et al. (2021) investigaram o papel das vesiculas de
membrana externa (OMVs) da bactéria Francisella tularensis na interagao inicial com
macrofagos. Os resultados demonstraram que as OMVs foram rapidamente
internalizadas pelos macréfagos, sendo primeiramente detectadas em
compartimentos semelhantes a endossomos tardios. A internalizagdo ocorreu
predominantemente por macropinocitose, evidenciada pelo uso do inibidor amiloride,
e por endocitose mediada por clatrina, confirmada pela inibicdo com dansilcadaverina.
Além disso, os autores sugerem que a endocitose mediada por lipid rafts pode ter uma
participacdo menor no processo de internalizagao dessas OMVs.

Por fim, o tratamento com Bafilomicina A1, um inibidor da H+-ATPase vacuolar,
inibiu a captacéo de intEVs em ~90%, com um efeito moderado sobre as gEVs. Isso
sugere que as intEVs dependem de vias sensiveis ao pH, como os endossomos

acidificados e poderiam desta maneira estar liberando o cargo. Essa adaptagao
permitiria que as intEVs explorem mecanismos regulados pelo pH para facilitar sua
internalizagao, representando potencialmente uma estratégia evolutiva dos parasitas.
Ao realizar o experimento de proliferacao celular (Figura 14) observamos que as
intEVs podem influenciar o crescimento das células epiteliais intestinais,
possivelmente por meio de seu “uptake” e da entrega de biomoléculas que modulam
vias associadas a renovacgao celular. Esse efeito pode estar relacionado a regulagao
da integridade da barreira intestinal, influenciando tanto a taxa de proliferagéao celular

quanto a resposta da célula hospedeira as condigbes do microambiente.

5.5 A PARTICIPACAO DAS VES NA COMUNICACAO PARASITA-CELULA

A comunicacao entre parasitas pode desempenhar um papel fundamental na
regulacéo de sua biologia e interagdo com o hospedeiro. Nossos dados indicam que
G. intestinalis responde ao estimulo de VEs exdgenas, em gEV e intEVs, com um
aumento na liberagcdo de VEs, especialmente em resposta a intEV. No entanto, a
resposta do parasita as VEs exdgenas foi transitoria, com a liberacao de VEs voltando
aos niveis basais ap6s 30 min de exposi¢ao, indicando uma adaptacao temporaria do
parasita ao estimulo. Essa resposta € interessante, pois sugere que o processo de

comunicagao entre parasitas € dinamico e temporal, possivelmente para evitar uma
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sobrecarga de estimulos ou para comunicar-se em situagdo emergencial até
conseguir adaptar-se ou neutralizar o estimulo.

No estudo realizado por Salas et al. (2023), foi demonstrado que a interagao
entre diferentes cepas de T. vaginalis influencia diretamente a adesdo do parasita as
células BPH-1, um processo essencial para o estabelecimento da infeccéo.
Notavelmente, a cepa mais aderente (CDC1132) aumentou a adesado da cepa menos
aderente (G3) as células hospedeiras, sugerindo um mecanismo de comunicagao
parasita-parasita que modula a viruléncia. Além disso, essa interacdo induziu a
formacéo de citonemas e filopddios, estruturas associadas a mediagcao de contatos
célula-célula e a facilitagdo da adesao. Paralelamente, foi observado um aumento na
conversao morfolégica para a forma ameboide, indicando que fatores liberados, entre
eles as VEs de diferentes cepas, podem atuar como mediadores dessa comunicacgao,
modulando o comportamento do parasita receptor.

Outro estudo publicado por Szempruch et al. (2016), demonstrou que
Trypanosoma brucei rhodesiense libera VEs contendo o fator de resisténcia ao fator
litico tripanossdmico (TLF), conhecido como SRA. Os autores investigaram se a
transferéncia de SRA para T. b. brucei selvagem poderia conferir resisténcia ao TLF.
Para isso, utilizaram abordagens de co-incubacgao, nas quais T. b. brucei selvagem foi
exposto a T. b. brucei SRA-Ty (uma cepa de T. b. brucei que expressa SRA marcado
com o epitopo Ty) ou de T. b. rhodesiense. Além disso, os autores empregaram VEs
purificadas para evitar que moléculas soluveis pudessem contribuir para a
transferéncia da resisténcia. Os resultados mostraram que a transferéncia de SRA
pelas VEs levou a um aumento significativo na sobrevivéncia dos parasitas selvagens
na presenca de TLF, corroborando o papel das VEs na disseminacao da resisténcia
entre as espécies de T. brucei.

Em relacdo ao “uptake” das VEs, nossos experimentos com G. intestinalis
revelaram que o parasita é capaz de internalizar tanto VEs presentes no secretoma
quanto VEs previamente isoladas. Corroborando com nossos resultados, Natali et al.
(2023) demonstraram, por meio de experimentos de marcagdo com SYTO®
RNASelect™, que os sRNAs presentes nas VEs foram rapidamente internalizados
pelos trofozoitos de Giardia. Apds apenas 5 min de incubacéo, os sRNAs marcados
foram detectados em vacuolos periféricos abaixo da membrana plasmatica,
evidenciando uma internalizacdo eficiente. Apés 1 hora, esses sRNAs estavam

distribuidos pelo citoplasma dos trofozoitos, sugerindo um possivel papel na
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comunicagdo entre os parasitas. Demonstramos que a internalizagdo de VEs foi
bloqueada pelo Dynasore, um inibidor de dinamina, sugerindo que € um processo
dinamina dependente. Além disso, nossos resultados indicam que a internalizagao de
VEs tem um impacto na adesdo do parasita as células hospedeiras. Quando a
internalizacao de VEs foi bloqueada, houve uma redugao na adesao de G. intestinalis
as células hospedeiras, o que reforga a ideia de que as VEs desempenham um papel
fundamental na modulacdo da adesdao e na comunicacdo celular entre parasitas.
Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Gavinho et al. (2020), que
demonstrou que a inibicdo da liberagcdo de VEs de G. intestinalis por meio de um
inibidor de peptidilarginina deiminase (PAD) resultou em uma redugéao significativa na
adesao dos trofozoitos as células Caco-2. No entanto, as LEVs foram capazes de
restaurar a adesao do parasita, evidenciando o papel especifico dessas vesiculas e
nao de SEVs na interagao parasita-hospedeiro.

A diferenga que observamos no “uptake” de VEs pelo parasito, indica que
poderia haver componentes diferentes presentes nas VEs que estariam facilitando ou
inibindo o “uptake” de VEs.

5.6 ANALISE LIPIDICA DE VESICULAS EXTRACELULARES

A caracterizagao das VEs tem impulsionado investigagdes em diversas areas
da biologia celular, abrangendo abordagens dmicas como transcriptdmica, protedmica
e lipiddbmica (Choi et al., 2013). Dentre essas, a lipidémica tem se mostrado essencial
para compreender a composicdo e as fungdes dessas vesiculas, uma vez que 0s
lipidios desempenham papéis fundamentais na estrutura, na comunicagao celular e
na regulagao de processos biolégicos (Grajeda et al., 2022; Faria et al., 2023).

Neste estudo, buscamos entender como G. intestinalis influencia a
composicao lipidica das VEs durante a interacdo com células Caco-2. Para isso,
utilizamos [*H]-palmitato para rastrear a incorporagao de lipidios nas VEs ao longo de
1h e 24h de interagdo. As principais classes lipidicas envolvidas nesse enriquecimento
foram fosfatidilcolina (PC), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilserina
(PS), fosfatidiletanolamina (PE) e acido fosfatidico (PA). J4 nas SEVs, observamos
uma dinamica diferente: enquanto o PG apresentou um aumento expressivo ja na
primeira hora de interacdo, apos 24 h houve uma redistribuicdo dos lipidios, com
reducdo nas quantidades de PA e PE. Isso sugere que, ao longo do tempo, as SEVs

passam por uma reorganizagao estrutural, possivelmente refletindo mudancas
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funcionais no contexto da interacio parasita-hospedeiro. Esses achados indicam que
a interagdo com G. intestinalis promove uma modulagéo dindmica da composi¢cao
lipidica das VEs, de forma distinta entre LEVs e SEVs. As LEVs parecem sofrer um
enriquecimento progressivo de lipidios ao longo da infecgéo, sugerindo um papel mais
associado a modulacéo da resposta inflamatéria do hospedeiro. Em contrapartida, a
redistribuicado lipidica observada nas SEVs pode estar relacionada a processos de
sinalizagao celular, reforcando a ideia de que diferentes populagcdes de vesiculas
podem exercer fungdes complementares durante a infecgao.

Ao analisarmos o perfil de acidos graxos das VEs isoladas, encontramos
diferencas marcantes entre as subpopulagdes. Nas LEVs coletadas apdés 1h de
interacao, as gEVs apresentaram uma maior abundéancia de acidos graxos saturados,
como acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0) e, especialmente, acido palmitico
(C16:0). Em contrapartida, as hEVs e intEVs exibiram um perfil lipidico mais
diversificado, com aumento da concentragdo de acidos graxos insaturados, como
acido oleico (C18:1n9c) e acido linoleico (C18:2n6c), especialmente nas intEVs. Apos
24h de interagcdo, as gEVs mantiveram altos niveis de acido palmitico (C16:0),
enquanto as hEVs e intEVs passaram por ajustes na composigao lipidica, com
aumento dos niveis de acidos graxos insaturados e de cadeia longa, como acido
docosenoico (C22:1n13). O aumento de acidos graxos insaturados nas intEVs pode
ser uma resposta adaptativa a interagdo parasita-hospedeiro, possivelmente
facilitando alteragdes na fluidez da membrana e na comunicagao celular.

Nossos resultados se alinham aos achados de Faria et al. (2023), que
analisaram o lipidoma das VEs de Giardia e do trofozoito por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. O estudo identificou 162 espécies lipidicas
distribuidas em diversas classes, incluindo PC, PE, PG, PI, esfingomielina (SM),
ceramidas, colesterol e cardiolipinas (CL), além de subclasses como LPC, LPE e LPG.
A semelhanca entre os perfis lipidicos descritos nesse estudo e os observados em
nossas analises reforga que os lipidios desempenham um papel essencial na biologia
das VEs e podem refletir adaptagcdes do parasito ao ambiente hospedeiro.

Essa plasticidade lipidica das VEs também foi observada no estudo de Yichoy
et al. (2009), que demonstrou que Giardia modula sua composi¢ao lipidica em
resposta ao ambiente hospedeiro. Os autores identificaram que os fosfolipidios PG e
PE s&o gerados por remodelagao lipidica, sendo o PG um lipidio recém-sintetizado

pelo parasito. Nossos dados sugerem que um processo semelhante ocorre em G.
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intestinalis, onde a modulagao lipidica das VEs pode envolver tanto a troca de grupos
cabecga quanto a remodelagao de acidos graxos.

Além disso, enquanto Yichoy et al. (2009) relataram que os lipidios de Giardia
sdo majoritariamente adquiridos de fontes externas, como bile e soro, nossos dados
sugerem que a interagao parasita-hospedeiro pode induzir modificagdes especificas
na composicao lipidica das VEs. O aumento de acidos graxos insaturados nas intEVs
pode refletir uma adaptagao ao ambiente imunolégico do hospedeiro € um mecanismo
para facilitar a comunicagao celular.

Esses resultados sao consistentes com estudos em outros protozoarios, como
Leishmania spp., cujas VEs demonstraram uma alta composi¢ao de esfingolipidios e
glicosilfosfatidilinositol (GPI), moléculas que auxiliam na evasao do sistema imune e
na modulagdo das células hospedeiras (Silverman et al., 2010). Além disso, as VEs
de Trypanosoma cruzi também exibem altos niveis de fosfatidilserina, lipidio que
favorece a adesao e a internalizagdo em células hospedeiras (Bayer-Santos et al.,
2013). Em helmintos, como Fasciola hepatica, as vesiculas possuem uma alta
concentragdo de lipidios bioativos, como acidos graxos livres e derivados de
prostaglandinas, que modulam as respostas inflamatérias do hospedeiro (de la Torre-
Escudero et al., 2019). Diferentemente, as VEs de G. intestinalis demonstraram uma
maior prevaléncia de lipidios estruturais, o que pode refletir a necessidade deste
parasita em manter a integridade das vesiculas para sobrevivéncia no ambiente
intestinal hostil.

Em relagcdo aos fungos, como Cryptococcus neoformans, suas VEs sao
caracterizadas por lipidios que facilitam a evasao imune, como o glucuronoxilomanano
(GXM) (Rodrigues et al., 2008). Embora G. intestinalis ndo produza esse tipo de
componente, a alta concentracdo de lipidios de membrana sugere um mecanismo
adaptativo semelhante para protecéo contra o reconhecimento imune.

As VEs derivadas de células hospedeiras (hEVs) mostraram uma composi¢cao
lipidica enriquecida em fosfolipidios associados a sinalizagdo celular, como
fosfatidilinositol e fosfatidilserina. Essas moléculas estao envolvidas na modulacéo de
processos celulares, como apoptose e ativagdo imune, o que sugere que as hEVs
podem ser cruciais na resposta inicial ao parasita.

A presenca de lipidios especificos nas gEVs pode ser um fator determinante
para sua interacao com as células hospedeiras. Lipidios como a esfingomielina e o

colesterol podem facilitar a fusdo das vesiculas com a membrana celular, promovendo
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a transferéncia de fatores de viruléncia. Essa estratégia € semelhante a observada
em outros parasitas, como Leishmania e T. cruzi, onde os lipidios das VEs sao
determinantes para a modulacao das respostas imunoldgicas do hospedeiro (Hassani
& Olivier, 2013; Ramirez et al., 2017). Os resultados também indicam que o conteudo
lipidico das VEs influencia diretamente os mecanismos de “uptake”, com intEVs sendo
mais rapidamente internalizadas, possivelmente devido a uma composigao lipidica

mais favoravel a fusdo com a membrana plasmatica

5.7 ANALISE PROTEICA DE VESICULAS EXTRACELULARES

Entre as abordagens dmicas, a protebmica tem sido a mais amplamente
explorada, com diversos estudos sobre VEs de eucariotos superiores, protozoarios,
bactérias e plantas (Lin et al., 2019; Bertolone et al., 2023; Shlomovitz et al., 2021).

Os resultados protedmicos revelaram que durante a interagao a dinamica da
infeccdo poderia estimular diferengas na participagéo das proteinas do patégeno ou
do hospedeiro a serem envolvidas na origem das vesiculas de interac&o liberadas
durante o processo de interacdo. Sendo as gEVs enriquecidas com proteinas
associadas a adesao, viruléncia e modulagéo imune, incluindo proteinas de superficie
como VSPs (Variant-Specific Surface Proteins), enolase, actina e peptidases. A
presenca dessas proteinas destaca a capacidade adaptativa das gEVs na interagao
com o hospedeiro, favorecendo a adesao as células intestinais e contribuindo para a
modulagdao do ambiente imune.

Essa composicao protedmica é semelhante a outros parasitas protozoarios. Por
exemplo, em Leishmania spp., as VEs contém a metaloprotease GP63, conhecida por
degradar proteinas do sistema imune e inibir a ativagao de macrofagos (Silverman et
al., 2010). Em Trypanosoma cruzi, as VEs apresentam trans-sialidases e cruzipainas,
que favorecem a invasao celular e modulam a resposta imune do hospedeiro (Bayer-
Santos et al., 2013). Comparando com helmintos, como Fasciola hepatica, as VEs sédo
enriquecidas em proteinas excretoras/secretoras, incluindo enolase, GAPDH e
leucina aminopeptidase, que modulam a resposta imune ao interagir com macréfagos
e facilitar a evasdo imune (de la Torre-Escudero et al., 2019). A presencga de enolase
nas gEVs sugere uma fungdo semelhante na adesdo as células hospedeiras e na
facilitacdo do metabolismo do parasita durante a infeccéao.

Nos fungos patogénicos, como Candida albicans, as VEs apresentam proteinas

relacionadas a formagao de biofilme e resisténcia a estresses ambientais, como HSPs
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(Heat Shock Proteins) e proteinas de parede celular (Zamith-Miranda et al., 2021).
Embora o papel de formagéo de biofiime n&o seja diretamente aplicavel a G.
intestinalis, o enriquecimento de proteinas de adesao nas gEVs sugere uma estratégia
adaptativa semelhante para facilitar a fixagdo ao epitélio intestinal.

As hEVs apresentaram uma composicdo protebmica mais tipica de células
eucaridticas, com enriquecimento em proteinas associadas a manutencdo da
integridade da membrana, sinalizagao celular e remodelamento citosquelético, como
integrinas, tetraspaninas e actina. A presenca dessas proteinas sugere que as hEVs
desempenham um papel importante na modulagao das interagdes celulares, sendo
potencialmente captadas por células adjacentes para mediar respostas imunes ou
reparo tecidual. Além disso, proteinas associadas ao transporte de lipidios e
modulagdo do citoesqueleto foram abundantes nas hEVs, indicando um possivel
papel na manutencdo da homeostase epitelial, o que poderia ser fundamental para
contrabalangar os efeitos patogénicos promovidos pelas gEVs.

As intEVs, formadas durante a interagao entre G. intestinalis e células Caco-2,
apresentaram um perfil protedmico hibrido, contendo proteinas de origem parasitaria
(como VSPs e enolase) e proteinas do hospedeiro (como integrinas e tetraspaninas).
Essa mistura de proteinas sugere que as intEVs podem desempenhar um papel mais
complexo na modulagcado da interagao parasita-hospedeiro. Podendo favorecer uma
maior eficiéncia no “uptake” dessas vesiculas pelas células hospedeiras, como
evidenciado nos experimentos de internalizacdo. Além disso, a presencga de proteinas
associadas a resposta imune sugere que as intEVs podem modular o ambiente
celular, potencialmente inibindo a ativacdo de respostas inflamatérias para favorecer
a persisténcia do parasita.

O estudo de Rossi et al. (2024) analisou a interacao de Trypanosoma cruzi com
células Caco-2 e C2C12 nos tempos de 2 h e 24 h, demonstrando que a composig¢ao
proteica das VEs sofre modificagées ao longo da infec¢ao. Nos estagios iniciais (2 h),
as VEs continham proteinas associadas a resposta imediata do hospedeiro, incluindo
proteinas de adesao celular e do citoesqueleto, sugerindo uma tentativa inicial da
célula de reconhecer e responder ao parasita. J& em 24 h, observou-se um
enriquecimento de proteinas relacionadas ao metabolismo energético, translocagao
citoplasmatica e modulacdo da resposta imune, refletindo uma adaptacdo mais
estruturada ao processo infeccioso. Além disso, mostraram que a composicao

proteica das VEs varia ndo apenas com o tempo, mas também entre as diferentes
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populacdes de vesiculas, com perfis distintos entre as VEs derivadas exclusivamente
do parasita e aquelas oriundas da interacdo com a célula hospedeira. De maneira
semelhante, nossos resultados indicam que ao longo do tempo, as intEVs adquirem
um conteudo proteico mais complexo, possivelmente favorecendo a evasao imune e
a persisténcia da infecgao.

Esses achados contribuem para o entendimento da complexidade das
interacdes durante a infeccdo por G. intestinalis e destacam a importancia das VEs

como potenciais alvos terapéuticos para futuras estratégias de controle da giardiase.

5.8 AVALIACAO DO IMPACTO DAS VESICULAS EXTRACELULARES NA
INTEGRIDADE DA BARREIRA INTESTINAL EM MODELOS 3D
Modelos tridimensionais (3D) tém se mostrado uma ferramenta essencial para
a investigacdo de mecanismos fisiolégicos, oferecendo uma representagdo mais
precisa da complexidade das interagdes celulares in vivo em comparagdo com 0s
tradicionais modelos bidimensionais (Paradiso et al., 2021; Habanjar et al., 2021). No
contexto da barreira intestinal, esses modelos sao especialmente relevantes, pois
permitem a simulagao das interacdes entre células epiteliais, a matriz extracelular e
outros tipos celulares, o que nao é possivel em modelos monocamada simples (Kus,
Ibragimow & Piotrowska-Kempisty, 2023; Macedo et al., 2020). Além disso, os
modelos 3D permitem evitar a experimentagcdo animal, sendo uma alternativa
importante frente a um apelo mundial de diminuicdo de uso de animais para pesquisa.
No presente estudo, buscamos avaliar o papel das gEVs na integridade da
barreira intestinal, dado que trabalhos anteriores, como o de Holthaus et al. (2022), ja
haviam descrito a indugdo da quebra da barreira intestinal por G. intestinalis em
modelos de organoides humanos derivados de epitélio intestinal. No estudo citado, os
autores demonstraram que a infeccao por G. intestinalis resultou em uma diminui¢cao
da resisténcia da barreira intestinal, avaliado por TEER, com altera¢des das proteinas
do hospedeiro, associadas as tight junctions, levando ao aumento da permeabilidade
e comprometendo a fungao de barreira do epitélio intestinal.

Diferentemente, o estudo de Kraft et al. (2017) comparou diversos estudos da
literatura que demonstram a quebra da barreira epitelial induzida por G. intestinalis.
No entanto, os resultados desse estudo indicam que a infecgao por G. intestinalis no
modelo de células Caco-2 ndo causa defeitos agudos na barreira epitelial, nem altera

significativamente a estrutura das tight junctions ou a permeabilidade celular. Os
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autores destacam que a padronizacdo experimental é fundamental para obter
resultados consistentes. Eles observam que variagbes no desenho experimental,
como o tempo de diferenciacao celular, a composigdao do meio de cultura, o MOl e a
presenca de Soro Fetal Bovino (SFB), podem influenciar de maneira significativa os
resultados, ajudando a explicar as discrepancias observadas entre os estudos sobre
o impacto de Giardia na barreira epitelial. Por essas razdes, a utilizacdo de modelos
de co-cultura é essencial, pois mimetiza as interacbes celulares no contexto
fisioldgico, contribuindo para resultados mais precisos na avaliagdo dos mecanismos
que regulam a integridade da barreira epitelial.

Considerando que as VEs sado extensdes da célula de origem e carregam
diferentes biomoléculas, ndés decidimos investigar se os efeitos observados com a
infeccao por G. intestinalis seriam reproduzidos pela exposi¢cao das células Caco-2 as
VEs do parasita. A hipétese era que, assim como o parasita, as VEs poderiam induzir
a quebra da barreira epitelial, afetando as tight junctions e aumentando a
permeabilidade da barreira intestinal. Portanto, utilizamos um modelo 3D de células
Caco-2 para investigar nossa hipotese. Essa abordagem permitiu observar de forma
mais fisiologica a resposta das células a exposi¢céo as VEs, com um foco especifico
na permeabilidade e expressao de proteinas essenciais na formagao das juncodes
intercelulares/tight junctions, como ZO-1. Embora o modelo 3D tenha sido essencial
para fornecer uma visdo mais realista das interagbes parasita-hospedeiro, os
resultados obtidos revelaram que o TEER e o coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp) nao apresentaram alteragbes significativas, sugerindo que o modelo
monocamada de Caco-2 isolado pode nao ser suficientemente sensivel para detectar
modificagdes sutis na integridade da barreira intestinal em resposta as VEs de G.
intestinalis.

De acordo com Kus et al. (2023), é possivel obter um modelo de células Caco-
2 diferenciadas que simula de forma eficaz a barreira intestinal humana, porém, isso
exige um alto padréo de padronizagdo. Entre os principais critérios de padronizagao
estdo a diferenciacdo das células ao longo de 21 dias para a formagao das tight
junctions e a utilizagdo da resisténcia transepitelial (TEER) como indicador da
integridade da barreira. A formacao do epitélio diferenciado € considerada adequada
quando os valores de TEER variam entre ~160 Qcm 2 e 1000 Qcm 2. Além disso, o
modelo deve apresentar alta permeabilidade celular, sendo testado com controles

positivos e negativos de permeabilidade. A padronizagao também envolve o controle
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rigoroso das condi¢cdes de cultivo, incluindo o tipo de meio, temperatura e pH. Os
nossos resultados de TEER variaram entre 200 e 380 ohms, o que indica uma possivel
formacgao do epitélio, embora nao tenha sido detectada uma barreira completamente
funcional durante a interagcdo entre parasitas e suas vesiculas. Em relagcdo a
permeabilidade, otimizamos o controle positivo para a realizacdo dos experimentos,
mas, conforme destacado pela padronizacdo de Kus et al. (2023), varios fatores
precisam ser considerados para obter um epitélio completamente eficiente.

Em contraste, o artigo de Hofmann Macedo et al. (2020), que também utilizou
um modelo 3D, demonstrou que a co-cultura de células Caco-2 com células HT-29-
MTX e a presenca de uma matriz extracelular mais complexa resultaram em uma
reducao do TEER e aumento da permeabilidade paracelular.

No estudo de Macedo et al. (2020), que também utilizou um modelo 3D,
demonstrou que a co-cultura de células Caco-2 com células HT-29-MTX, associada a
presenca de uma matriz extracelular mais complexa, incluindo fibroblastos, resultou
em uma reducdo do TEER e aumento da permeabilidade paracelular, aproximando os
resultados das condigdes fisiolodgicas in vivo e tornando o modelo mais sensivel as
variagbes na barreira intestinal. Isso estabelece um critério interessante para a
comparacao de TEER e permeabilidade celular ao avaliar os efeitos em culturas 3D.
De forma semelhante, nossos resultados com a co-cultura de células Caco-2 e HT-29
mostraram um aumento na permeabilidade epitelial em todas as condigdes testadas,
incluindo infecgado por G. intestinalis, tratamento com gEVs e a combinagdo de ambos
(Figura 41). Tal efeito pode ser devido a alteragdes na composicdo da matriz
extracelular ou na dindmica das jungdes intercelulares.

Interessantemente, foi demonstrado que a exposigao das células epiteliais as
VEs de Fusobacterium nucleatum causou uma reducgdo significativa do TEER e
aumento da permeabilidade da barreira intestinal, indicando que as VEs
comprometem as juncbes apertadas entre as células epiteliais, favorecendo a
permeabilidade paracelular (Liu et al., 2021). Além disso, as VEs induziram a morte
celular através da via mediada por RIPK1, evidenciada pela presenga de sinais de
necroptose. Esses resultados corroboram com nossa hipétese de avaliar o efeito das
vesiculas na quebra da barreira intestinal, especialmente durante a interagdo com G.
intestinalis, com o objetivo de explorar um mecanismo semelhante de quebra da

barreira epitelial pela giardiase.
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Durante a diferenciacdo celular, ocorrem mudangas na composi¢cao e na
dinamica das células, o que pode influenciar a liberacdo de VEs e liberacdo de
diferentes tipos de vesiculas como parte de sua resposta a estimulos externos. Como
observado ao longo da diferenciagao nos dias 10 e 21, inicialmente ha uma populagéo
predominante de exossomos (SEVs), mas a medida que as células se diferenciam,
essas vesiculas aumentam de didmetro (LEVs). Uma hipdtese interessante é que
esse aumento no tamanho das VEs pode estar relacionado ao processo de maturagao
e reconfiguracao da célula epitelial. Ja quando as células entram em contato com o
parasita ou com suas VEs (gEVs), ha um aumento adicional na liberagao de vesiculas.
Esse aumento pode ser resultado da ativacao de vias de sinalizagcdo celular que
induzem a liberagcdo de VEs, como uma resposta imunoldgica ou uma adaptagao a
invasao do parasita (Coakley et al., 2015).

Por fim, a maturagao do epitélio intestinal em modelos in vitro ainda € um
ponto de discussédo na literatura. Embora muitos estudos utilizem um tempo médio de
diferenciacao de 21 dias (Bricefio et al., 2016; Kampfera et al., 2017; Macedo et al.,
2020), outros relatam periodos mais longos, entre 21 e 28 dias (Wallace et al., 2014).
No entanto, Oliveira et al. (2019) demonstraram a formag¢ao de um epitélio maduro em
10-11 dias, o0 que esta em concordancia com nossos resultados de padronizagao.
Além disso, Nathani et al. (2023) obtiveram células Caco-2 polarizadas em 14 dias,
enquanto Santos et al. (2018) relataram a maturagdo em 15 dias. Isso indica que o
tempo de maturacgdo deve ser ajustado conforme o experimento.

Nesse contexto, nosso estudo visa validar o modelo de barreira intestinal
como um reflexo fenotipico da giardiase, e posteriormente analisar outros efeitos
relevantes, como a apoptose, para entender melhor a resposta da barreira intestinal a

infeccdo por G. intestinalis e suas vesiculas extracelulares.

5.9 MODULACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CELULAS CACO-2 POR
VESICULAS EXTRACELULARES
Os resultados deste estudo mostraram que a exposi¢ao das células Caco-2 a
diferentes concentragbes de gEV e ao préprio parasita ndo levou a um aumento
significativo nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), embora tenha sido
observada uma oscilagdo elevada inicial. Esse achado contrasta com estudos
anteriores que demonstraram que células Caco-2 s&o capazes de produzir ROS em

resposta a infecgao por G. intestinalis (Ma'ayeh et al., 2015). Uma possivel explicagéo
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para essa diferenca pode estar no papel da arginina no metabolismo do parasita e na
resposta oxidativa da célula hospedeira. G. intestinalis utiliza arginina como sua
principal fonte de energia e, durante a co-incubagcdo com células Caco-2, a privagao
desse aminoacido pode contribuir para a redug¢ao da produgéo de éxido nitrico (NO)
pela célula hospedeira, um mecanismo previamente descrito como uma estratégia do
parasita para evitar danos oxidativos (Eckmann et al., 2000).

Além disso, durante a interagdo com G. intestinalis, as células Caco-2
expressam oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), responsavel pela producao de NO,
e NADPH oxidase 1 (NOX1), uma enzima envolvida na geracdo de ROS (Roxstrom-
Lindquist et al., 2005). No entanto, os trofozoitos também desencadeiam respostas
protetoras na célula hospedeira, incluindo a regulagao de genes associados a defesa
contra danos oxidativos, conforme identificado por Ma'ayeh et al. (2015). Isso sugere
que, enquanto as células epiteliais intestinais (IECs) ativam um ataque oxidativo
contra os trofozoitos, elas também acionam mecanismos para minimizar os efeitos
prejudiciais dos radicais livres sobre si mesmas.

Por outro lado, G. intestinalis possui um sistema antioxidante altamente
eficiente, capaz de neutralizar as ROS geradas pelas células hospedeiras (Ma'ayeh
et al.,, 2015). Essa capacidade pode facilitar a persisténcia dos trofozoitos na
superficie celular e contribuir para a manutencao da infeccao no epitélio intestinal.
Considerando que as vesiculas extracelulares de Giardia carregam moléculas
bioativas derivadas do parasita, € possivel que as gEV desempenhem um papel
semelhante, suprimindo a resposta oxidativa da célula hospedeira. Dessa forma, os
achados deste estudo sugerem que as gEV de G. intestinalis ndo induzem estresse
oxidativo significativo nas células Caco-2 nas condi¢des testadas, ou que a resposta
oxidativa seja transitoria e ocorra em um periodo diferente do avaliado. Para elucidar
melhor o impacto dessas vesiculas na fisiologia das células epiteliais intestinais,
estudos futuros poderiam explorar os mecanismos antioxidantes especificos e em
diferentes condigdes experimentais para uma compreensao mais ampla do papel

dessas vesiculas na interagao parasita-hospedeiro.
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6 CONCLUSAO

O protozoario G. intestinalis libera VEs durante a interagdo com células
hospedeiras, resultando em trés subtipos distintos: gEVs (liberadas pelo parasita),
hEVs (derivadas da célula hospedeira) e intEVs (formadas na interagcao parasita-
hospedeiro). Essas VEs sao capturadas pela célula hospedeira por mecanismos de
internalizagdo com perfis dindmicos distintos. Notavelmente, as intEVs parecem
explorar vias endociticas especificas para maximizar sua internalizacao e influenciar
o microambiente celular, possivelmente favorecendo a persisténcia do parasita, o que
requer estudos adicionais para entender completamente o fenémeno.

A internalizacao das VEs é um processo ativo, dependente de energia, clatrina
e dinamina, mas independente de caveolas e lipid rafts, sendo modulada pela
atividade de tirosina quinase e macropinocitose. Além disso, demonstramos que G.
intestinalis também €& capaz de internalizar vesiculas exdégenas ou as proprias dele
por endocitose mediada por dinamina, conforme evidenciado pela reducao do “uptake”
na presenca do inibidor Dynasore, tornando mais interessante o fendbmeno de
comunicacgao celular durante a interacédo patégeno hospedeiro.

Ao desenvolver um modelo tridimensional (3D) do epitélio intestinal, com a co-
cultura de células Caco-2 e HT-29, mimetizamos condigcdes mais fisiologicas e
observamos que as vesiculas e os trofozoitos de G. intestinalis induzem a reducao da
resisténcia elétrica transepitelial (TEER) e aumentam a permeabilidade paracelular,
reforcando seu papel na quebra da barreira epitelial, dando a possibilidade de
entender como se estabelece a diarreia e avaliar o papel dos parasitas, das vesiculas
extracelulares e do sinergismo entre elas na interagdo com o epitélio.

A analise lipiddmica revelou um enriquecimento progressivo de lipidios nas
LEVs apéds 24 de interagao, e a modulacéo das classes lipidicas em intEVs sugerindo
um papel importante para esses lipidios na patogénese, como a modulagdo da
resposta imunologica do hospedeiro.

Complementarmente, a protedmica demonstrou que, inicialmente, as intEVs

sao enriquecidas com proteinas associadas a adesdo e remodelamento do
citoesqueleto, enquanto em estagios posteriores predominam proteinas relacionadas
a evasao imunoldgica e a modulagao da resposta inflamatéria. Tanto lipidomica como
protedmica mostram uma expressao diferenciada das moléculas durante a interacao.
Compreender os mecanismos de comunicagao celular mediados por VEs na

interacdo patdgeno-hospedeiro oferece novas perspectivas para o desenvolvimento
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de estratégias terapéuticas direcionadas a modulacéo dessas vesiculas em infec¢des

como a giardiase.
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7 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apo6s o desenvolvimento de um modelo que mimetiza as condig¢des fisioldgicas
do epitélio intestinal, o proximo objetivo é aprofundar a investigacao sobre o papel de
G. intestinalis e suas vesiculas extracelulares (gEVs) na patogénese da giardiase.

Dentre as principais perspectivas, pretende-se explorar a interagdo do parasita
com a microbiota intestinal e sua influéncia na regulagdo de condicbes como
desnutricdo e sindromes associadas, elucidando os mecanismos de comunicacao
celular envolvidos.

Além disso, sera avaliada a participacdo das gEVs na resposta imune,
utilizando modelos 3D e explorando sua interagdo com macréfagos e/ou células
dendriticas.

Por fim, experimentos de pré-tratamento com inibidores de “uptake”, validados
neste estudo, serdo conduzidos em células diferenciadas em monocamada para
investigar a internalizagdo das gEVs. O objetivo sera bloquear o “uptake” e avaliar se
essa inibicdo pode impedir a quebra da barreira intestinal, fornecendo novas

evidéncias para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra a giardiase.
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ANEXO 1 - IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS OBTIDAS DAS VESICULAS

EXTRACELULARES

Protein_ID_gEV_1h

Protein_Name_gEV_1h

Protein_ID_gEV_24h

Protein_Name_gEV_24h

GL50803_10091-
t26_1

Ribosomal protein L23

GL50803_10038-
t26_1

Globin family profile domain-
containing protein

GL50803_101074-
t26_1

VSP with INR

GL50803_10073-
t26_1

Lactotransferrin

GL50803_101278-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_100864-
t26_1

Large ribosomal subunit protein
uL16

GL50803_136021-
t26_1

Tubulin beta chain

GL50803_100906-
t26_1

Hemoglobin subunit alpha

GL50803_86934-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_10091-
t26_1

Actin, cytoplasmic 2

GL50803_101501-
t26_1

Seryl-tRNA synthetase

GL50803_101074-~
t26_1

Alpha-2-macroglobulin

GL50803_101534-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_101278-
t26_1

Tubulin beta-4A chain

GL50803_101906-
t26_1

Vesicle-fusing ATPase

GL50803_136021-
t26_1

Tubulin beta chain

GL50803_102101-
t26_1

Kinesin motor domain-
containing protein

GL50803_86934-
126 _1

Tubulin alpha-3C chain

GL50803_102108-
t26_1

Clathrin heavy chain

GL50803_101501-
t26_1

Heat shock cognate 71 kDa protein

GL50803_10231-
t26_1

TCP-1 chaperonin subunit
zeta

GL50803_101534-
t26_1

Elongation factor 2

GL50803_10255-
t26_1

Putative Translation
initiation factor elF-4A

GL50803_101850-
t26_1

Alpha-18 giardin

GL50803_10311-
t26_1

Ornithine
transcarbamylase

GL50803_101906-
t26_1

Alpha-12 giardin

GL50803_103373-
t26_1

Alpha-7.1 giardin

GL50803_101918-
t26_1

Vacuolar protein sorting 26,
putative

GL50803_103437-
t26_1

Alpha-9 giardin

GL50803_10196-
t26_1

Dynein heavy chain, putative

GL50803_10367-
t26_1

Ribosomal protein S24

GL50803_102101-
t26_1

Ribosomal protein L23

GL50803_112079-
t26_1

Tubulin alpha chain

GL50803_102108-
t26_1

VSP with INR

GL50803_103709-
t26_1

BRO1 domain-containing
protein

GL50803_10231-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_103713-
t26_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_102444-
t26_1

Tubulin beta chain

GL50803_103944-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_10255-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_104150-
t26_1

Serine/threonine-protein
kinase PLK

GL50803_102813-
t26_1

Seryl-tRNA synthetase

GL50803_104173-
t26_1

Isoleucyl-tRNA synthetase

GL50803_103059-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_3910-126_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_10311-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_10428-
t26_1

Ribosomal_L16 domain-
containing protein

GL50803_10324-
t26_1

Vesicle-fusing ATPase

GL50803_10429-
t26_1

CS domain-containing
protein

GL50803_103373-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_10521-
t26_1

Arginyl-tRNA synthetase

GL50803_103437-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_10570-
t26_1

Peptidylprolyl isomerase

GL50803_10367-
t26_1

Kinesin motor domain-containing
protein

GL50803_10698-
t26_1

Phosphorylase B kinase
gamma catalytic chain

GL50803_112079-
t26_1

Clathrin heavy chain

GL50803_10822-
t26_1

WD-40 repeat protein
family

GL50803_103709-
t26_1

TCP-1 chaperonin subunit zeta

122



GL50803_10870-
t26_1

Aspartyl-tRNA synthetase

GL50803_103713-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_10885-
t26_1

4-alpha-
glucanotransferase,
amylo-alpha-1,6-
glucosidase

GL50803_103855-
t26_1

Putative Translation initiation factor
elF-4A

GL50803_10919-
t26_1

S10_plectin domain-
containing protein

GL50803_103944-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_11043-
t26_1

Fructose-bisphosphate
aldolase

GL50803_104031-
t26_1

Dynein heavy chain

GL50803_11118-
t26_1

Phosphopyruvate
hydratase

GL50803_104150-
t26_1

Ornithine transcarbamylase

GL50803_11129-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_104173-
t26_1

Ribulose-phosphate 3-epimerase

GL50803_11164-
t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_3910-t26_1

Alpha-7.1 giardin

GL50803_11186-
t26_1

RRM domain-containing
protein

GL50803_10428-
t26_1

Alpha-9 giardin

GL50803_111936-
t26_1

VSP

GL50803_10429-
t26_1

Ribosomal protein S24

GL50803_112103-
t26_1

Arginine deiminase

GL50803_10521-
t26_1

Tubulin alpha chain

GL50803_11214-
t26_1

Kinase, AGC PKA

GL50803_10570-
t26_1

BRO1 domain-containing protein

GL50803_112312-
t26_1

Elongation factor 1-alpha

GL50803_10577-
t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_11247-
t26_1

Ribosomal protein L13a

GL50803_10608-
t26_1

Vacuolar protein sorting 29

GL50803_112681-

GL50803_10609-

t26_1 Vesicle-fusing ATPase t26_1 Kinase, NEK
GL50803_112801- GL50803_10623-
t26_1 VSP t26_1 Glycogen

GL50803_112846-
t26_1

Kinesin motor domain-
containing protein

GL50803_10661-
t26_1

Serine/threonine-protein kinase
PLK

GL50803_112885-
t26_1

Pribosyltran domain-
containing protein

GL50803_10698-
t26_1

Isoleucyl-tRNA synthetase

GL50803_11301-
126 _1

NDK domain-containing
protein

GL50803_10708-
t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_113038-
t26_1

Tenascin-like protein

GL50803_10778-
t26_1

Ribosomal_L16 domain-containing
protein

GL50803_113284-
t26_1

Ankyrin repeat protein 2

GL50803_10780-
t26_1

CS domain-containing protein

GL50803_113450-
t26_1

VSP with INR

GL50803_10791-
t26_1

Arginyl-tRNA synthetase

GL50803_114626-
t26_1

High cysteine membrane
protein EGF-like

GL50803_10822-
t26_1

Peptidylprolyl isomerase

GL50803_113553-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_10858-
t26_1

Nop domain-containing protein

GL50803_11359-
t26_1

40S ribosomal protein S4

GL50803_10868-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_113656-
t26_1

Pept_C1 domain-
containing protein

GL50803_10870-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_113797-
t26_1

VSP with INR

GL50803_10881-
t26_1

Phosphoenolpyruvate
carboxykinase (GTP)

GL50803_11380-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_10882-
t26_1

UBA_e1_C domain-containing
protein

GL50803_113892-
t26_1

AMP-binding domain-
containing protein

GL50803_10885-
t26_1

Phosphorylase B kinase gamma
catalytic chain

GL50803_11397-
t26_1

CCT-beta

GL50803_10919-
t26_1

Deacetylase sirtuin-type domain-
containing protein

GL50803_114119-
t26_1

Alpha-7.2 giardin

GL50803_11034-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_114246-
t26_1

Obg-like ATPase 1

GL50803_11043-
t26_1

Ribosomal protein S27

GL50803_11436-
t26_1

ThiF domain-containing
protein

GL50803_11044-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_114609-
t26_1

Pyruvate-flavodoxin
oxidoreductase

GL50803_11118-
t26_1

WD-40 repeat protein family
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GL50803_114671-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_11129-
t26_1

MYG1 protein

GL50803_114776-
t26_1

Vesicle-fusing ATPase

GL50803_11164-
t26_1

Vacuolar ATP synthase E subunit

GL50803_114777-
t26_1

MFS domain-containing
protein

GL50803_11186-
t26_1

Aspartyl-tRNA synthetase

GL50803_114787-
t26_1

Alpha-7.3 giardin

GL50803_112076
t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_11521-
t26_1

VSP

GL50803_112103
t26_1

hypothetical protein

GL50803_11554-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_11214-
t26_1

4-alpha-glucanotransferase, amylo-
alpha-1,6-glucosidase

GL50803_11654-
t26_1

Alpha-1 giardin

GL50803_112312
t26_1

S10_plectin domain-containing
protein

GL50803_11683-
t26_1

Alpha-3 giardin

GL50803_11246-
126 _1

hypothetical protein

GL50803_11950-
t26_1

Ribosomal_L18e/L15P
domain-containing protein

GL50803_11247-
t26_1

Fructose-bisphosphate aldolase

GL50803_11992-
t26_1

TCP-1 chaperonin subunit
epsilon

GL50803_112681-
t26_1

Mob1-like protein

GL50803_12102-
t26_1

Elongation factor 1-
gamma

GL50803_112801
t26_1

Phosphopyruvate hydratase

GL50803_121046-
t26_1

Histone domain-containing
protein

GL50803_112846
t26_1

hypothetical protein

GL50803_12108-
t26_1

PALP domain-containing
protein

GL50803_112885-
t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_12150-
t26_1

Aminotran_1_2 domain-
containing protein

GL50803_11301-
t26_1

RRM domain-containing protein

GL50803_12216-
t26_1

Vacuolar ATP synthase
subunit B

GL50803_11311-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_12981-
t26_1

Ribosomal_S7 domain-
containing protein

GL50803_113284
t26_1

Arginine deiminase

GL50803_13268-
t26_1

40S ribosomal protein S25

GL50803_113365-
t26_1

Kinase, AGC PKA

GL50803_13350-
t26_1

Fe-ADH domain-
containing protein

GL50803_113450
t26_1

Elongation factor 1-alpha

GL50803_1345-t26_1

Ribosomal protein L10a

GL50803_114626-
t26_1

Protein DPCD

GL50803_13500-

GL50803_113553

t26_1 CCT-theta 126_1 Ribosomal protein L13a
GL50803_135003- GL50803_11359-
t26_1 Histone H4 t26_1 Vesicle-fusing ATPase

GL50803_13584-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_113622-
126 _1

VSP

GL50803_13603-
t26_1

ATP synthase subunit E
family protein

GL50803_11364-
t26_1

Kinesin motor domain-containing
protein

GL50803_13608-
t26_1

ATP-grasp domain-
containing protein

GL50803_113662
t26_1

Pribosyltran domain-containing
protein

GL50803_13651-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_113797-
t26_1

NDK domain-containing protein

GL50803_137612-

GL50803_11380-

Protein kinase domain-containing

t26_1 VSP t26_1 protein
GL50803_137617- GL50803_113892-

t26_1 VSP t26_1 Ankyrin repeat protein 2
GL50803_137618- GL50803_11390-

t26_1 VSP t26_1 5-3 exoribonuclease 2

GL50803_137703-
t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_11397-
t26_1

VSP with INR

GL50803_137713-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_114119-
t26_1

High cysteine membrane protein
EGF-like

GL50803_137716-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_114246-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_13864-
t26_1

Heat shock protein HSP
90-alpha

GL50803_11436-
t26_1

408 ribosomal protein S4

GL50803_13921-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_114497-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein
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GL50803_13943-
t26_1

S1 motif domain-
containing protein

GL50803_114609-
t26_1

kinase, AGC Akt

GL50803_13998-
t26_1

Threonyl-tRNA synthetase

GL50803_114671-
t26_1

WW domain-containing protein

GL50803_14019-
t26_1

Pept_C1 domain-
containing protein

GL50803_114776-
t26_1

VSP with INR

GL50803_14049-
t26_1

Ribosomal protein L32

GL50803_114777-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_14171-
t26_1

Ribosomal protein L37

GL50803_114787-
t26_1

AMP-binding domain-containing
protein

GL50803_14285-

GL50803_11495-

t26_1 Malate dehydrogenase 126_1 Kinase, NEK
GL50803_14311- Serine/threonine-protein GL50803_115129-
t26_1 phosphatase t26_1 CCT-beta

GL50803_14321-
t26_1

Ribosomal_L7Ae domain-
containing protein

GL50803_115239
t26_1

Alpha-7.2 giardin

GL50803_14329-
t26_1

408 ribosomal protein S7

GL50803_115479
t26_1

Obg-like ATPase 1

GL50803_14373-
t26_1

Dynamin

GL50803_11554-
t26_1

ThiF domain-containing protein

GL50803_14375-
t26_1

Asparagine--tRNA ligase

GL50803_11595-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_14404-
t26_1

PPM-type phosphatase
domain-containing protein

GL50803_11654-
t26_1

Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase

GL50803_16076-
t26_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_11683-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_14551-
t26_1

Alpha-6 giardin

GL50803_11740-
126 _1

Vesicle-fusing ATPase

GL50803_14568-

Serine/threonine-protein

GL50803_11950-

t26_1 phosphatase 126_1 MFS domain-containing protein
GL50803_14586- GL50803_11953-
t26_1 VSP with INR t26_1 Alpha-7.3 giardin

GL50803_14620-
t26_1

40S ribosomal protein S6

GL50803_11992-
t26_1

Rab GDP dissociation inhibitor

GL50803_14622-
t26_1

60S ribosomal protein L13

GL50803_12102-
126 1

hypothetical protein

GL50803_14651-
t26_1

Glucosamine 6-phosphate
N-acetyltransferase

GL50803_121046-
t26_1

Eukaryotic translation initiation
factor 5B

GL50803_14699-
t26_1

Ribosomal protein S23

GL50803_12105-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_14827-
t26_1

Ribosomal_S17_N
domain-containing protein

GL50803_12108-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_14859-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_12150-
t26_1

Glycosyl transferase family protein

GL50803_14938-
t26_1

Ribosomal protein L12

GL50803_12162-
t26_1

Alpha-1 giardin

GL50803_15046-
t26_1

Ribosomal protein L26

GL50803_12216-
t26_1

Alpha-3 giardin

GL50803_15048-
t26_1

ATP-dependent RNA
helicase-like protein

GL50803_12223-
t26_1

PPM-type phosphatase domain-
containing protein

GL50803_15097-
t26_1

Alpha-14 giardin

GL50803_12770-
126 _1

Ribosomal_L18e/L15P domain-
containing protein

GL50803_15148-
t26_1

Chaperone protein DnaJ

GL50803_12830-
t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_15214-
t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_12853-
t26_1

TCP-1 chaperonin subunit epsilon

GL50803_15215-
t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_12981-
t26_1

Elongation factor 1-gamma

GL50803_15228-
t26_1

Ribosomal protein S15A

GL50803_13268-
t26_1

Histone domain-containing protein

GL50803_15252-
t26_1

UBC core domain-
containing protein

GL50803_13273-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_15260-
t26_1

Ribosomal protein S15

GL50803_13350-
t26_1

PALP domain-containing protein

GL50803_15383-
t26_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_1345-t26_1

Aminotran_1_2 domain-containing
protein
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GL50803_15397-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_13452-
t26_1

Phenylalanine--tRNA ligase

GL50803_15409-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_13500-
t26_1

Vacuolar ATP synthase subunit B

GL50803_15411-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_135003-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_15427-
t26_1

Giardia trophozoite
antigen GTA-2

GL50803_13550-
t26_1

START domain-containing protein

GL50803_15428-
t26_1

IFT81_CH domain-
containing protein

GL50803_13561-
126_1

hypothetical protein

GL50803_15472-
t26_1

Charged multivesicular
body protein 1a

GL50803_13584-
t26_1

ThiF domain-containing protein

GL50803_15520-
t26_1

Ribosomal protein L21

GL50803_13603-
t26_1

Ribosomal_S7 domain-containing
protein

GL50803_15551-
t26_1

Ribosomal protein S18

GL50803_13608-
t26_1

40S ribosomal protein S25

GL50803_15567-
t26_1

Rab2a

GL50803_13651-
t26_1

Axonemal dynein light chain

GL50803_15823-
t26_1

1,4-alpha-glucan
branching enzyme

GL50803_13747-
t26_1

Fe-ADH domain-containing protein

GL50803_15869-
t26_1

GTP-binding nuclear
protein

GL50803_137612-
t26_1

Ribosomal protein L10a

GL50803_15983-
t26_1

Prolyl-tRNA synthetase

GL50803_137617-
t26_1

Regulator of nonsense transcripts
1-like protein

GL50803_16044-

GL50803_137618-

t26_1 hypothetical protein t26_1 CCT-theta
GL50803_16086- Ribosomal_L2 C domain- | GL50803_137695-
t26_1 containing protein t26_1 Histone H4

GL50803_16114-
t26_1

Ribosomal protein L36-1

GL50803_137698-
t26_1

Rho-GAP domain-containing
protein

GL50803_16124-
t26_1

T-complex protein 1
subunit eta

GL50803_137703-
t26_1

EF1_GNE domain-containing
protein

GL50803_16125-
t26_1

FAD-dependent glycerol-3-
phosphate dehydrogenase

GL50803_137716-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_16235-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_137733-
t26_1

ATP synthase subunit E family
protein

GL50803_16265-
t26_1

40S ribosomal protein S3a

GL50803_13864-
t26_1

ATP-grasp domain-containing
protein

GL50803_16298-
t26_1

Ribosomal_S27 domain-
containing protein

GL50803_13875-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_16310-

Ribosomal_L18e/L15P

GL50803_13914-

t26_1 domain-containing protein | t26_1 C4 group specific protein
GL50803_16312- GL50803_13921-

t26_1 Hypothetical protein t26_1 VSP

GL50803_16368- GL50803_13943-

t26_1 Ribosomal protein L31B t26_1 VSP

GL50803_16376- ATP-dependent RNA GL50803_13981-

t26_1 helicase p47, putative t26_1 VSP

GL50803_16384-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_13996-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_16387-
t26_1

60S ribosomal protein
L18a

GL50803_13998-
t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_16412-
t26_1

Heat-shock protein,
putative

GL50803_14019-
t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_16424-
t26_1

Disc-associated protein

GL50803_14049-
126_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_16431-
t26_1

Ribosomal_L19e domain-
containing protein

GL50803_14091-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_16443-
t26_1

Protein phosphatase 2A B
regulatory subunit Wdb1

GL50803_14104-
t26_1

Heat shock protein HSP 90-alpha

GL50803_16453-
t26_1

Carbamate kinase

GL50803_14135-
t26_1

Myotubularin phosphatase domain-
containing protein

GL50803_16525-
t26_1

Ribosomal protein L3

GL50803_14171-
t26_1

VID27 domain-containing protein
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GL50803_16549-
t26_1

AAA domain-containing
protein

GL50803_14223-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_16567-

Protein phosphatase

GL50803_14285-

t26_1 PP2A regulatory subunit A | t26_1 S1 motif domain-containing protein
GL50803_16636- GL50803_14311-
t26_1 Rab2b t26_1 Kinase, NEK

GL50803_16652-
t26_1

Ribosomal_S13_N
domain-containing protein

GL50803_14318-
t26_1

Alpha-15 giardin

GL50803_16653-
t26_1

FYVE-type domain-
containing protein

GL50803_14321-
t26_1

Threonyl-tRNA synthetase

GL50803_16667-
t26_1

CoA_binding domain-
containing protein

GL50803_14329-
t26_1

Pept_C1 domain-containing protein

GL50803_16745-
t26_1

Axoneme-associated
protein GASP-180

GL50803_14364-
t26_1

Ribosomal protein L32

GL50803_16760-
t26_1

Phenylalanyl-tRNA
synthetase beta subunit

GL50803_14373-
126 _1

Ribosomal_L14e domain-
containing protein

GL50803_16795-
t26_1

Vesicle-fusing ATPase

GL50803_14375-
t26_1

DUF676 domain-containing protein

GL50803_16802-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_14404-
26 _1

DM10 domain-containing protein

GL50803_16824-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_14434-
126 _1

Ribosomal protein L37

GL50803_16867-
t26_1

AAA family ATPase

GL50803_14456-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_16945-
t26_1

Kinesin-like protein

GL50803_14460-
t26_1

Malate dehydrogenase

GL50803_16076-

Serine/threonine-protein

GL50803_1695-t26_1 | Rab11 t26_1 phosphatase
GL50803_16967- GL50803_14551-
t26_1 Kinase, NEK t26_1 hypothetical protein

GL50803_17053-
t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_14568-
t26_1

Ribosomal_L7Ae domain-
containing protein

GL50803_17054-

60S acidic ribosomal

GL50803_14584-

t26_1 protein PO t26_1 40S ribosomal protein S7
GL50803 17055- Spindle pole protein, GL50803 14586- Protein kinase domain-containing
t26_1 putative t26_1 protein

GL50803_17056-
t26_1

Ribosomal_L6 domain-
containing protein

GL50803_14603-
t26_1

Dynamin

GL50803_17060-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_14606-
t26_1

Asparagine--tRNA ligase

GL50803_17063-

Pyruvate-flavodoxin

GL50803_14620-

PPM-type phosphatase domain-

t26_1 oxidoreductase t26_1 containing protein
GL50803_17105- GL50803_14622-

t26_1 IFT complex B t26_1 Ankyrin repeat protein 1
GL50803_17121- GL50803_14651-

t26_1 Bip t26_1 Acid phosphatase

GL50803_17143-
t26_1

Pyruvate kinase

GL50803_14661-
t26_1

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase

GL50803_17153-
t26_1

Alpha-11 giardin

GL50803_14699-
t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_17190-
t26_1

eRF1_1 domain-
containing protein

GL50803_14704-
t26_1

Alpha-6 giardin

GL50803_17230-
t26_1

Gamma giardin

GL50803_14742-
126 _1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_17244-
t26_1

60S ribosomal protein L7a

GL50803_14759-
126 _1

Kelch repeat-containing protein

GL50803_17245-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_14787-
t26_1

VSP with INR

GL50803_17255-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_14827-
t26_1

Nudix hydrolase domain-containing
protein

GL50803_17304-
t26_1

Adaptin_N domain-
containing protein

GL50803_14859-
t26_1

Eukaryotic translation initiation
factor 6

GL50803_17332-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_14874-
t26_1

40S ribosomal protein S6

GL50803_17364-
t26_1

40S ribosomal protein S26

GL50803_14934-
t26_1

60S ribosomal protein L13
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GL50803_17395-
t26_1

Ribosomal_L18_c domain-
containing protein

GL50803_14938-
t26_1

Glucosamine 6-phosphate N-
acetyltransferase

GL50803_17400-
t26_1

Cyclin

GL50803_14961-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_17411-
t26_1

T-complex protein 1
subunit gamma

GL50803_14993-
t26_1

Ribosomal protein S23

GL50803_17460-
t26_1

Tr-type G domain-
containing protein

GL50803_15046-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_17482-
t26_1

T-complex protein 1
subunit delta

GL50803_15048-
126_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_17483-
t26_1

J domain-containing
protein

GL50803_15054-
t26_1

6-phosphogluconate
dehydrogenase, decarboxylating

GL50803_17547-
t26_1

Ribos_L4 asso C
domain-containing protein

GL50803_15078-
t26_1

IPPc domain-containing protein

GL50803_17566-
t26_1

Non-specific
serine/threonine protein
kinase

GL50803_15090-
t26_1

Ribosomal_S17_N domain-
containing protein

GL50803_17568-
t26_1

Protein 21.1

GL50803_15097-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_17570-
t26_1

Tr-type G domain-
containing protein

GL50803_15101-
t26_1

SAS-6_N domain-containing
protein

GL50803_19003-
t26_1

Ribosomal protein L24A

GL50803_15106-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_19436-
t26_1

Ribosomal_L30 domain-
containing protein

GL50803_15127-
t26_1

Ribosomal protein L12

GL50803_2053-t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_15148-
t26_1

V-ATPase_H_C domain-containing
protein

GL50803_2098-t26_1

ATP-dependent RNA
helicase p54, putative

GL50803_15214-
t26_1

PFK domain-containing protein

GL50803_2107-t26_1

hypothetical protein

GL50803_15215-
t26_1

Ribosomal protein L26

GL50803_21118-
t26_1

AMP-binding domain-
containing protein

GL50803_15218-
t26_1

ATP-dependent RNA helicase-like
protein

GL50803_21423-
t26_1

AP complex subunit beta

GL50803_15228-
t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_21505-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_15247-
t26_1

tRNA_SAD domain-containing
protein

GL50803_21628-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_15252-
t26_1

L-serine dehydratase

GL50803_22165-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_15260-
t26_1

Alpha-14 giardin

GL50803_22543-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_15310-
t26_1

Alpha-17 giardin

GL50803_22850-
t26_1

Mitogen-activated protein
kinase

GL50803_15383-
t26_1

Importin beta-3 subunit

GL50803_23833-
t26_1

Vacuolar protein sorting 35

GL50803_15397-
t26_1

2-deoxy-D-ribose 5-phosphate
aldolase

GL50803_24279-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_15398-
t26_1

Chaperone protein DnaJ

GL50803_24842-
t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_15409-
t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_26199-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_15410-
t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_27925-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_15411-
126 _1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_28234-
t26_1

Adenylate kinase

GL50803_15427-
126 _1

Ribosomal protein S15A

GL50803_29327-
t26_1

Vacuolar protein sorting 2

GL50803_15428-
t26_1

Glucose regulated protein 94 / Heat
shock protein 90

GL50803_29487-
t26_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_15460-
t26_1

UBC core domain-containing
protein

GL50803_29490-
t26_1

VWFA domain-containing
protein

GL50803_15472-
t26_1

Ribosomal protein S15

GL50803_3206-t26_1

Pyruvate kinase

GL50803_15495-
t26_1

WDA40 repeat protein
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GL50803_32778-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_15514-
t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_3331-t26_1

Malate dehydrogenase

GL50803_15520-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_33769-
t26_1

NADH oxidase lateral
transfer candidate

GL50803_15535-
t26_1

Chaperone protein DnaJ

GL50803_33862-
t26_1

Ribosomal_L7Ae domain-
containing protein

GL50803_15551-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_34093-
t26_1

Ribosomal L38e

GL50803_15567-
126_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_34684-
t26_1

DEAD box RNA helicase
Vasa

GL50803_15823-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_3593-126_1

Fe-ADH domain-
containing protein

GL50803_15832-
t26_1

Giardia trophozoite antigen GTA-2

GL50803_36069-
t26_1

Ribosomal protein L34

GL50803_15869-
126 _1

IFT81_CH domain-containing
protein

GL50803_3643-t26_1

Peptidylprolyl isomerase

GL50803_15953-
t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_3861-126_1

Fe-ADH domain-
containing protein

GL50803_15983-
t26_1

Charged multivesicular body
protein 1a

GL50803_39483-
t26_1

Ribosomal protein S29A

GL50803_16034-
t26_1

RRM domain-containing protein

GL50803_4079-t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase 2A 55 kDa
regulatory subunit B

GL50803_16037-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_40817-
t26_1

Actin

GL50803_16044-
t26_1

Ribosomal protein L21

GL50803_41212-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_16086-
t26_1

Deoxyhypusine synthase, putative

GL50803_4197-126_1

Phosphatidylinositol
transfer protein alpha
isoform

GL50803_16114-
126 _1

Ribosomal protein S18

GL50803_4266-t26_1

hypothetical protein

GL50803_16124-
126 _1

Rab2a

GL50803_4410-t26_1

SALP-1

GL50803_16125-
t26_1

1,4-alpha-glucan branching enzyme

GL50803_4547-t26_1

S4 RNA-binding domain-
containing protein

GL50803_16161-
t26_1

Aminoacyl-histidine dipeptidase

GL50803_4652-126_1

Ribosomal protein S16

GL50803_16202-
t26_1

GTP-binding nuclear protein

GL50803_4812-t26_1

Beta-giardin

GL50803_16235-
26 _1

Kinase, NEK

GL50803_5010-t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_16265-
t26_1

Prolyl-tRNA synthetase

GL50803_5188-t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_16272-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_5346-t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_16298-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_5375-t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_16310-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_5517-t26_1

Ribosomal protein L37a

GL50803_16311-
t26_1

Ribosomal_L2_C domain-
containing protein

GL50803_5593-t26_1

Ribosomal protein L11

GL50803_16312-
t26_1

Ribosomal protein L36-1

GL50803_5649-t126_1

Alpha-10 giardin

GL50803_16328-
t26_1

T-complex protein 1 subunit eta

GL50803_5659-126_1

Methionine
adenosyltransferase

GL50803_16368-
t26_1

FAD-dependent glycerol-3-
phosphate dehydrogenase

GL50803_5845-126_1

40S ribosomal protein S8

GL50803_16376-
t26_1

Kinesin-like protein

GL50803_5890-t26_1

hypothetical protein

GL50803_16387-
t26_1

Axoneme central apparatus protein

GL50803_5942-t26_1

Polyadenylate-binding
protein, putative

GL50803_16412-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_5947-t26_1

Ribosomal protein L35a

GL50803_16424-
26 _1

40S ribosomal protein S3a
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GL50803_6022-126_1

Ribosomal_S10 domain-
containing protein

GL50803_16431-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_6133-t26_1

Ribosomal protein L35

GL50803_16443-
t26_1

Ribosomal_S27 domain-containing
protein

GL50803_6135-t26_1

Ribosomal protein S17

GL50803_16453-
t26_1

Ribosomal_L18e/L15P domain-
containing protein

GL50803_6185-t26_1

AAA 28 domain-
containing protein

GL50803_16504-
t26_1

PUA domain-containing protein

GL50803_6283-126_1

Helicase

GL50803_16521-
t26_1

Hypothetical protein

GL50803_6430-t26_1

14_3_3 domain-containing
protein

GL50803_16525-
t26_1

PseudoU_synth_2 domain-
containing protein

GL50803_6563-126_1

UMP pyrophosphorylase

GL50803_16526-
t26_1

Ribosomal protein L31B

GL50803_6633-t26_1

Farnesyl diphosphate
synthase

GL50803_16549-
t26_1

ATP-dependent RNA helicase p47,
putative

GL50803_6687-t26_1

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

GL50803_16567-
t26_1

60S ribosomal protein L18a

GL50803_7082-t26_1

408 ribosomal protein S21

GL50803_16568-
t26_1

Heat-shock protein, putative

GL50803_7188-t26_1

hypothetical protein

GL50803_16588-
t26_1

Disc-associated protein

GL50803_7195-126_1

Glutamate synthase

GL50803_16612-
t26_1

Ribosomal_L19e domain-
containing protein

GL50803_7204-126_1

RNA recognition motif
family protein

GL50803_16636-
t26_1

Protein phosphatase 2A B
regulatory subunit Wdb1

GL50803_7244-126_1

hypothetical protein

GL50803_16652-
t26_1

Carbamate kinase

GL50803_7260-126_1

Aldo_ket_red domain-
containing protein

GL50803_16653-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_7414-t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_16667-
t26_1

Alpha-snap

GL50803_7439-t26_1

Ser/Thr phosphatase 2A
regulatory subunit A

GL50803_16745-
t26_1

Ribosomal protein L3

GL50803_7532-126_1

H(+)-transporting two-
sector ATPase

GL50803_16760-
t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_7537-t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_16766-
t26_1

AAA domain-containing protein

GL50803_7569-126_1

GTP-binding protein Sar1

GL50803_16779-
t26_1

Protein phosphatase PP2A
regulatory subunit A

GL50803_7766-t26_1

40S ribosomal protein SA

GL50803_16795-
t26_1

Putative Transcription factor

GL50803_7789-126_1

ADP-ribosylation factor

GL50803_16802-
t26_1

Ribosomal protein P2

GL50803_7796-t26_1

Alpha-2 giardin

GL50803_16804-
t26_1

Tyrosine--tRNA ligase

GL50803_7799-t26_1

Alpha-4 giardin

GL50803_16824-
t26_1

Rab2b

GL50803_7870-t26_1

Ribosomal_L23eN
domain-containing protein

GL50803_16867-
t26_1

Ribosomal_S13_N domain-
containing protein

GL50803_7878-126_1

Ribosomal protein S14

GL50803_16891-
t26_1

FYVE-type domain-containing
protein

GL50803_7999-t26_1

Ribosomal_S3_C domain-
containing protein

GL50803_16894-
t26_1

CoA_binding domain-containing
protein

GL50803_8001-126_1

Ribosomal protein L15

GL50803_16930-
t26_1

Axoneme-associated protein
GASP-180

GL50803_8037-t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_16945-
t26_1

Phenylalanyl-tRNA synthetase beta
subunit

GL50803_8044-t26_1

Seven transmembrane
protein 1

GL50803_16948-
t26_1

Lysine--tRNA ligase

GL50803_8064-126_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_1695-126_1

Pept_C1 domain-containing protein

GL50803_8118-t26_1

S5 DRBM domain-
containing protein

GL50803_16967-
t26_1

Vesicle-fusing ATPase

GL50803_8174-t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_17053-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein
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GL50803_8445-126_1

Kinase, NEK

GL50803_17054-
t26_1

Dynein heavy chain

GL50803_8462-126_1

60S ribosomal protein L27

GL50803_17055-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_8496-t26_1

Rac/Rho-like protein

GL50803_17056-
t26_1

AAA family ATPase

GL50803_87519-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_17060-
t26_1

LRRcap domain-containing protein

GL50803_86511-
t26_1

CoA_binding domain-
containing protein

GL50803_17063-
t26_1

Metallophos domain-containing
protein

GL50803_86676-
t26_1

Delta giardin

GL50803_17068-
126 _1

hypothetical protein

GL50803_8692-t26_1

hypothetical protein

GL50803_17090-
t26_1

Kinesin-like protein

GL50803_8805-126_1

Kinase, SCY1

GL50803_17105-
t26_1

SAM_MT_RSMB_NOP domain-
containing protein

Phosphoglycerate mutase
(2,3-diphosphoglycerate-

GL50803_17106-

GL50803_8822-t26_1 | independent) t26_1 Rab11
GL50803_17121-
GL50803_8826-t26_1 | Glucokinase t26_1 Kinase, NEK

GL50803_88765-
t26_1

Cytosolic HSP70

GL50803_17143-
126 _1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_8903-t26_1

Copine domain-containing
protein

GL50803_17149-
t26_1

60S acidic ribosomal protein PO

GL50803_8917-t26_1

MHD domain-containing
protein

GL50803_17150-
t26_1

Spindle pole protein, putative

GL50803_8978-t26_1

Amylomaltase

GL50803_17153-
t26_1

Ribosomal_L6 domain-containing
protein

GL50803_9011-t26_1

Diadenosine
tetraphosphate synthetase

GL50803_17190-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_9062-126_1

Long chain fatty acid CoA
ligase 5

GL50803_17199-
t26_1

Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase

GL50803_90710-
t26_1

Vacuolar protein sorting 22

GL50803_17223-
26 _1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_90872-
t26_1

Phosphoglycerate kinase

GL50803_17224-
t26_1

SAM domain-containing protein

GL50803_9183-t26_1

hypothetical protein

GL50803_17230-
t26_1

IFT complex B

GL50803_91919-

GL50803_17231-

t26_1 CCT-alpha t26_1 AAA domain-containing protein
GL50803_93358- Aldehyde-alcohol GL50803_17243-
t26_1 dehydrogenase t26_1 Bip

Glutamine-tRNA GL50803_17244-
GL50803_9348-126_1 | synthetase t26_1 Pyruvate kinase
GL50803_93938- Triosephosphate GL50803_17245-
126_1 isomerase t26_1 G domain-containing protein

GL50803_9413-126_1

Thioredoxin domain-
containing protein

GL50803_17254-
t26_1

Flavodoxin_2 domain-containing
protein

GL50803_94463-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_17255-
t26_1

Alpha-11 giardin

GL50803_95192-
t26_1

ANK_REP_REGION
domain-containing protein

GL50803_17265-
t26_1

eRF1_1 domain-containing protein

GL50803_9558-t26_1

Rab1a

GL50803_17304-
t26_1

SAM_MT_RSMB_NOP domain-
containing protein

GL50803_95593-
t26_1

Protein kinase domain-
containing protein

GL50803_17327-
t26_1

IFT complex B

GL50803_9704-126_1

TRANSKETOLASE_1
domain-containing protein

GL50803_17332-
26 _1

Alpha-SNAP, putative

GL50803_9719-126_1

Oxidored_FMN domain-
containing protein

GL50803_17364-
t26_1

Gamma giardin

GL50803_97219-
t26_1

Fibrillarin

GL50803_17395-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_9779-t26_1

PNP_UDP_1 domain-
containing protein

GL50803_17400-
t26_1

AAA domain-containing protein

GL50803_98054-
t26_1

HATPase_c domain-
containing protein

GL50803_17411-
t26_1

60S ribosomal protein L7a
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GL50803_98056-
t26_1

Ribosomal protein L17

GL50803_17413-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_9808-t26_1

Chaperone protein DnaJ

GL50803_17430-
t26_1

Phosphoglucomutase

GL50803_9810-t26_1

Ribosomal protein L44

GL50803_17432-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_9825-t26_1

RuvB-like helicase

GL50803_17460-
t26_1

Dynein heavy chain

GL50803_9848-126_1

Dynein light chain

GL50803_17474-
126 _1

Adaptin_N domain-containing
protein

GL50803_9861-t26_1

hypothetical protein

GL50803_17482-
t26_1

AMP_N domain-containing protein

GL50803_9909-t26_1

Pyruvate, phosphate
dikinase

GL50803_17483-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_17547-
t26_1

40S ribosomal protein S26

GL50803_17558-
t26_1

Ribosomal_L18 c domain-
containing protein

GL50803_17563-
t26_1

Cyclin

GL50803_17565-
t26_1

T-complex protein 1 subunit
gamma

GL50803_17566-

t26_1 CDC19
GL50803_17568-
t26_1 FACT complex subunit

GL50803_17570-
t26_1

Heat shock protein 70

GL50803_17578-
t26_1

Tr-type G domain-containing
protein

GL50803_17625-
t26_1

FHA domain-containing protein

GL50803_19003-
t26_1

T-complex protein 1 subunit delta

GL50803_19436-
t26_1

J domain-containing protein

GL50803_1979-t26_1

Ribos L4 asso_C domain-
containing protein

GL50803_2053-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_2098-t26_1

Mitogen-activated protein kinase

GL50803_2107-t26_1

RuvB-like helicase

GL50803_21118-
t26_1

Non-specific serine/threonine
protein kinase

GL50803_21331-
t26_1

Protein 21.1

GL50803_21423-
t26_1

Tr-type G domain-containing
protein

GL50803_21474-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_21505-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_21628-
t26_1

Ribosomal protein L24A

GL50803_2198-126_1

Ribosomal_L30 domain-containing
protein

GL50803_22165-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_221692-
t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_22543-
t26_1

ATP-dependent RNA helicase p54,
putative

GL50803_22629-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_22677-
t26_1

AMP-binding domain-containing
protein
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GL50803_22808-
t26_1

AAA domain-containing protein

GL50803_22850-
t26_1

AP complex subunit beta

GL50803_23492-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_23602-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_23833-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_24279-
t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_24321-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_24372-
26 _1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_24425-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_2452-126_1

hypothetical protein

GL50803_24662-
t26_1

Nitroreductase Fd-NR2

GL50803_2483-t26_1

AA_TRNA_LIGASE_Il domain-
containing protein

GL50803_24842-
t26_1

Mitogen-activated protein kinase

GL50803_2562-126_1

Protein 21.1

GL50803_26199-
t26_1

3-phosphate/5-hydroxy nucleic acid
ligase

GL50803_26364-
t26_1

Vacuolar protein sorting 35

GL50803_27520-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_27925-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_28234-
t26_1

AB hydrolase-1 domain-containing
protein

GL50803_2876-126_1

PPPDE domain-containing protein

GL50803_29307-
t26_1

Ornithine cyclodeaminase

GL50803_29327-
126_1

L-serine dehydratase

GL50803_29487-
t26_1

Kinase, NEK

GL50803_2970-t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_3007-t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_3032-126_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_3042-t26_1

hypothetical protein

GL50803_3206-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_32697-
t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_32730-
t26_1

Adenylate kinase

GL50803_32778-
t26_1

UBC core domain-containing
protein

GL50803_33166-
t26_1

UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

GL50803_33218-
t26_1

Vacuolar protein sorting 2

GL50803_3331-t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein
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GL50803_33685-
t26_1

Tr-type G domain-containing
protein

GL50803_33769-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_33862-
t26_1

Tryptophanyl-tRNA synthetase

GL50803_34093-
t26_1

Hybrid cluster protein

GL50803_34684-
t26_1

Pyruvate kinase

GL50803_3531-t26_1

Methyltransferase domain-
containing protein

GL50803_35428-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_3593-126_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_3595-t26_1

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 2

GL50803_36069-
t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_3643-t26_1

Malate dehydrogenase

GL50803_3678-t26_1

hypothetical protein

GL50803_3861-t26_1

NADH oxidase lateral transfer
candidate

GL50803_39483-
t26_1

Ribosomal_L7Ae domain-
containing protein

GL50803_40067-
t26_1

Ribosomal L38e

GL50803_4026-t26_1

DEAD box RNA helicase Vasa

GL50803_40496-
t26_1

HZGJ

GL50803_4079-t26_1

Valyl-tRNA synthetase

GL50803_40817-
t26_1

Fe-ADH domain-containing protein

GL50803_41212-
t26_1

Endonuclease Il homolog

GL50803_4149-t26_1

Ribosomal protein L34

GL50803_4197-t26_1

Peptidylprolyl isomerase

GL50803_4236-126_1

Vacuolar ATP synthase subunit D

GL50803_4266-t26_1

Fe-ADH domain-containing protein

GL50803_4357-t26_1

Ribosomal protein S29A

GL50803_4365-126_1

hypothetical protein

GL50803_4410-t26_1

Alpha-19 giardin

GL50803_4463-126_1

Dynein heavy chain

GL50803_4547-126_1

Serine/threonine-protein
phosphatase 2A 55 kDa regulatory
subunit B

GL50803_4652-t26_1

Actin

GL50803_4812-126_1

hypothetical protein

GL50803_4883-126_1

Hom_end_hint domain-containing
protein

GL50803_4912-t26_1

Phosphatidylinositol transfer protein
alpha isoform

GL50803_5010-t26_1

Dynein light chain

GL50803_5171-t26_1

hypothetical protein

GL50803_5188-t26_1

Tyrosine-protein phosphatase
domain-containing protein

GL50803_5328-t26_1

AAA domain-containing protein
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GL50803_5346-t26_1

SALP-1

GL50803_5359-t26_1

Dynein light chain

GL50803_5375-126_1

S4 RNA-binding domain-containing
protein

GL50803_5517-t26_1

Ribosomal protein S16

GL50803_5593-t26_1

Beta-giardin

GL50803_5643-t26_1

hypothetical protein

GL50803_5649-126_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_5659-t26_1

Serine/threonine-protein
phosphatase

GL50803_5772-t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_5795-t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_5810-t26_1

AP complex subunit sigma

GL50803_5845-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_5867-126_1

Nop domain-containing protein

GL50803_5890-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_5942-126_1

Ribosomal protein L37a

GL50803_5947-t26_1

Ribosomal protein L11

GL50803_6022-t26_1

Kinase

GL50803_6120-t26_1

Alpha-10 giardin

GL50803_6133-t26_1

Methionine adenosyltransferase

GL50803_6135-t26_1

Glycylpeptide N-
tetradecanoyltransferase

GL50803_6171-t26_1

Leucine-rich repeat protein 1 virus
receptor protein

GL50803_6184-t26_1

Putative PNPOx domain-
containing protein

GL50803_6185-126_1

40S ribosomal protein S8

GL50803_6226-126_1

Cysteinyl-tRNA synthetase

GL50803_6283-t26_1

hypothetical protein

GL50803_6304-t26_1

Polyadenylate-binding protein,
putative

GL50803_6430-t26_1

Ribosomal protein L35a

GL50803_6563-t26_1

Ribosomal_S10 domain-containing
protein

GL50803_6633-t26_1

hypothetical protein

GL50803_6680-t26_1

Ribosomal protein L35

GL50803_6687-t26_1

Ribosomal protein S17

GL50803_6725-126_1

hypothetical protein

GL50803_6939-126_1

Branched-chain amino acid
aminotransferase

GL50803_7082-t26_1

AAA_28 domain-containing protein

GL50803_7195-t26_1

Alpha-1,4 glucan phosphorylase

GL50803_7204-t26_1

Helicase

GL50803_7233-t26_1

Fe-hydrogenase-1

GL50803_7244-t26_1

14_3_3 domain-containing protein

GL50803_7260-t26_1

UMP pyrophosphorylase
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GL50803_7323-126_1

Farnesyl diphosphate synthase

GL50803_7350-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_7375-126_1

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GL50803_7414-t26_1

hypothetical protein

GL50803_7439-t26_1

WD_REPEATS_REGION domain-
containing protein

GL50803_7522-126_1

40S ribosomal protein S21

GL50803_7532-126_1

Glutamate synthase

GL50803_7537-t26_1

RNA recognition motif family
protein

GL50803_7569-126_1

hypothetical protein

GL50803_7588-t26_1

hypothetical protein

GL50803_7662-126_1

Aldo_ket_red domain-containing
protein

GL50803_7766-t26_1

Vacuolar protein sorting 24

GL50803_7789-126_1

hypothetical protein

GL50803_7796-t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_7799-t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_7870-t26_1

Ser/Thr phosphatase 2A regulatory
subunit A

GL50803_7878-t26_1

W2 domain-containing protein

GL50803_7950-t26_1

H(+)-transporting two-sector
ATPase

GL50803_7953-126_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_7962-t26_1

GTP-binding protein Sar1

GL50803_7999-126_1

SER_THR_PHOSPHATASE
domain-containing protein

GL50803_8001-t26_1

RNase L inhibitor

GL50803_8003-t26_1

40S ribosomal protein SA

GL50803_8037-126_1

ADP-ribosylation factor

GL50803_8064-t26_1

Alpha-2 giardin

GL50803_8118-t26_1

Alpha-4 giardin

GL50803_8163-t26_1

Ribosomal_L23eN domain-
containing protein

GL50803_8174-t26_1

Ribosomal protein S14

GL50803_8189-t26_1

AAA domain-containing protein

GL50803_8217-126_1

ATPase ASNA1 homolog

GL50803_8348-t26_1

PROTEASOME_ALPHA_1 domain-
containing protein

GL50803_8407-t26_1

Ribosomal_S3_C domain-
containing protein

GL50803_8426-126_1

Ribosomal protein L15

GL50803_8445-126_1

Trafficking protein particle complex
subunit

GL50803_8462-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_8496-t26_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_8524-t26_1

S5 DRBM domain-containing
protein
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GL50803_8587-t26_1

Manganese-dependent inorganic
pyrophosphatase, putative

GL50803_8621-t26_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_86444-
t26_1

USP domain-containing protein

GL50803_86511-
t26_1

PRK domain-containing protein

GL50803_86676-
126 _1

hypothetical protein

GL50803_86681-
t26_1

M20_dimer domain-containing
protein

GL50803_86683-
t26_1

Radial spokehead-like protein

GL50803_8682-t26_1

Kinase, NEK

GL50803_8692-126_1

60S ribosomal protein L27

GL50803_87202-
t26_1

Rac/Rho-like protein

GL50803_8726-t26_1

AAA domain-containing protein

GL50803_8745-126_1

Kinase, AGC NDR

GL50803_87677-
t26_1

Leucyl-tRNA synthetase

GL50803_8805-t26_1

Kinase, AGC PKA

GL50803_8822-126_1

CoA_binding domain-containing
protein

GL50803_88735-
t26_1

Delta giardin

GL50803_88765-
t26_1

Glutamyl-tRNA synthetase

GL50803_8916-t26_1

AAA domain-containing protein

GL50803_8917-t26_1

6-
phosphogluconolactonase/Glucose-
6-phosphate 1-dehydrogenase

GL50803_8978-126_1

hypothetical protein

GL50803_9008-t26_1

Protein F54C1.5

GL50803_9011-t26_1

Actin related protein

GL50803_9030-t26_1

hypothetical protein

GL50803_9038-t26_1 | Kinase, NEK
GL50803_90402-
t26_1 Kinase, SCY1

GL50803_9058-126_1

Phosphoglycerate mutase (2,3-
diphosphoglycerate-independent)

GL50803_9062-126_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_90710-
t26_1

Cytosolic HSP70

GL50803_90872-
t26_1

Signal recognition particle

GL50803_9116-t26_1

MHD domain-containing protein

GL50803_9117-t26_1

Amylomaltase

GL50803_91220-
t26_1

Aldo_ket_red domain-containing
protein

GL50803_91643-
t26_1

Diadenosine tetraphosphate
synthetase

GL50803_9183-t26_1

Ankyrin repeat protein 1

GL50803_91919-
t26_1

Nicotinate
phosphoribosyltransferase

GL50803_9196-t26_1

Adenylate kinase
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GL50803_92498-
t26_1

TAP42-like family protein

GL50803_92741-
126 _1

Long chain fatty acid CoA ligase 5

GL50803_93358-
t26_1

Vacuolar protein sorting 22

GL50803_9348-t26_1

Phosphoglycerate kinase

GL50803_9349-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_93551-
126_1

cAMP-dependent protein kinase
regulatory chain

GL50803_9376-t26_1

Kinase, NEK

GL50803_93938-
t26_1

26S proteasome regulatory subunit,
putative

GL50803_9413-t26_1

hypothetical protein

GL50803_9421-t26_1

CCT-alpha

GL50803_94463-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_94582-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_94658-
t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_9485-126_1

Aldehyde-alcohol dehydrogenase

GL50803_95064-
t26_1

Glutamine-tRNA synthetase

GL50803_9508-126_1

AMMECR1 domain-containing
protein

GL50803_95192-
t26_1

M16C_associated domain-
containing protein

GL50803_9558-t26_1

Protein transport protein SEC23

GL50803_95593-
t26_1

Triosephosphate isomerase

GL50803_9573-126_1

Thioredoxin domain-containing
protein

GL50803_9593-t26_1

Kinase, NEK

GL50803_96460-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_96670-
t26_1

Ornithine decarboxylase

GL50803_9704-t26_1

UN_NPL4 domain-containing
protein

GL50803_9719-t26_1

KH domain-containing protein

GL50803_97219-
t26_1

Queuine tRNA-ribosyltransferase
catalytic subunit 1

GL50803_9750-t26_1

M16C_associated domain-
containing protein

GL50803_9779-126_1

ANK_REP_REGION domain-
containing protein

GL50803_9780-t26_1

Rab1a

GL50803_9803-t26_1

Protein kinase domain-containing
protein

GL50803_98054-
t26_1

hypothetical protein

GL50803_98056-
t26_1

Coatomer beta subunit

GL50803_9808-t26_1

Alanine--tRNA ligase

GL50803_9810-t26_1

Cation_ATPase_N domain-
containing protein

GL50803_9825-t26_1

TRANSKETOLASE_ 1 domain-
containing protein
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GL50803_9848-t26_1

Oxidored_FMN domain-containing
protein

GL50803_9861-t26_1

Fibrillarin

Intraflagellar transport protein

GL50803_9894-t26 1 | IFT74/72
PNP_UDP_1 domain-containing
GL50803_9909-t26_1 | protein

hypothetical protein

HTH La-type RNA-binding domain-
containing protein

HATPase_c domain-containing
protein

Ribosomal protein L17

Chaperone protein DnaJ

Ribosomal protein L44

RuvB-like helicase

Dynein light chain

hypothetical protein

EF-hand domain-containing protein

Pyruvate, phosphate dikinase

Protein_ID_hEV_1h Protein_Name_hEV_1h Protein_ID_hEV_24h Protein_Name_hEV_24h

AOAAQ5BH53 Desmoplakin ALl Desmoplakin

P63261 Actin, cytoplasmic 2 E7EQB2 Lactotransferrin

Q02413 Desmoglein-1 G3VIN2 Hemoglobin subunit alpha

Keratinocyte proline-rich

Q5T749 protein . Actin

Q6UWPS8 Suprabasin O Alpha-2-macroglobulin
P07355 Annexin A2
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein
P25705 ATP synthase subunit alpha
e Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
CRIE Keratinocyte proline-rich protein
Q6UWPS8 Suprabasin

D6RD17

AOA7I2V3H3 Elongation factor 1-alpha Q00610 Clathrin heavy chain 1
P20671 Histone H2A type 1-D AOA712V3H3 Elongation factor 1-alpha
Globin family profile domain- .
AOAAT5LVZ2 containing protein P20671 Histone H2A type 1-D type 2-B
ASMW50 L-lactate dehydrogenase AOA2R8Y6G6 phosphopyruvate hydratase
. Globin family profile domain-
H3BQ34 Pyruvate kinase AOAA75LVZ2 containing protein
BOYIW2 Apolipoprotein C-llI A8BMWS50 L-lactate dehydrogenase
Immunoglobulin J chain H3BQ34 Pyruvate kinase
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