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Toda crianga ao nascer
Tem que ser amamentada
Pra ela poder crescer
Feliz, forte e imunizada
Melhor que tomar remédio
E ter peito e dar mamada

Toda mae que amamenta
Adquire mais saude
O filho ela alimenta
Pra Deus é uma virtude
Dar continuidade a vida
Com paz e magnitude

E um ato de carinho
De amor e de grandeza
Mae que amamenta o filhinho
Seu leite é fortaleza
Mata a fome, é anticorpos
Leite materno é riqueza

E alimento completo
Até os seis meses de vida
Com muito amor e afeto
Toda mae é assistida
No ambiente de trabalho
Ela é bem sucedida

Sédo inumeras as doencas
Que o aleitamento evita
E preciso consciéncia
Pois o0 bebé necessita
De amor, paz e carinho
No ambiente que habita

Nao precisa mamadeira
Chupetas, mingau, nem suquinho
Até o cha de cidreira
Nao oferega ao seu filhinho
Até os seis meses de vida
Dé s6 peito e carinho

Vamos todos incentivar
As mdes do nosso pais
Pras criangas amamentar
Mae e filho é mais feliz
Filho forte, mde suadavel
A medicina é quem diz.
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Resumo
As criangas sdo0 mais suscetiveis as doencas parasitarias e sua infec¢do pode ocorrer

logo ap6s o nascimento. A Giardia lamblia, (G. lamblia), é o principal causador de
doencas diarreicas em criangas e apresenta distribuicdo mundial. Por outro lado, o
colostro contém fatores protetores importantes para doencas diarreicas. Assim, a
amamentacdo esta associada a reducdo das taxas de diarreia, melhoria do estado
nutricional e a acdo imunoprotetora para a giardiase. As mudancas socioculturais e 0s
avangos na medicina tém resultado na expansdo do adiamento da gestacdo, o que tem
sido associado a gravidez em idade avangada, aos seus efeitos perinatais adversos,
provavelmente, devidos a influéncia de alteracbes hormonais tipicas da fase climatérica.
Na literatura, os horménios melatonina e cortisol tém sido relatados como potentes
imunomoduladores, porém, ndo foram encontrados dados referentes a atividade de
fagocitos do colostro de nutrizes climatéricas, modulados por esses horménios, na
presenca do parasito. Assim, o objetivo deste trabalho € avaliar a concentracdo da
melatonina e cortisol no sobrenadante de colostro e a atividade funcional de fagdcitos
da secrecdo de mulheres climatéricas, modulados por hormdnios na presenga de G.
lamblia. Amostras de colostro foram coletadas de nutrizes, sendo incluidas nutrizes em
idade reprodutiva (18 a 35 anos - grupo controle), nutrizes em fase de transicéo (36 a 39
anos) e nutrizes climatéricas (acima de 40 anos). Foram avaliadas a concentracdo de
horménios melatonina e cortisol no sobrenadante de colostro, a imunofenotipagem de
células do colostro, a liberacdo de anion superoxido pelos fagocitos mononucleares
(MN) e polimorfonucleares (PMN); o indice de fagocitose das células MN e PMN em
presenca de G. lamblia tratados, ou ndo, por hormdnios e a atividade microbicida dos
fagocitos MN e PMN. Observa-se que no colostro de nutrizes climatéricas ha maior
concentracdo de melatonina e cortisol. No colostro de mdes climatéricas, houve
reducdo do percentual de células, expressando marcadores CD14+ e CD15+ A
melatonina aumentou a liberacdo de superoxido, tanto de fagocitos MN como PMN do
colostro de mées, em fase de transicdo e climatéricas. Na presenca de G. lamblia, houve
menor liberacdo do anion pelos fagécitos MN e PMN tratados por melatonina, enquanto
que, em fagocitos tratados por cortisol, aumentou a liberacdo de superdxido na presenca
de G. lamblia. Houve aumento de fagocitose de G. lamblia pelos fagocitos MN de mées
climatéricas. Os maiores indices de fagocitose foram observados em fagocitos MN e
PMN de mées, em idade de transicdo. Os indices microbicidas para G. lamblia dos
fagocitos MN de médes climatéricas foram menores, quando essas células foram tratadas
por melatonina. Altos indices microbicidas para o parasito foram observados em
fagocitos PMN de maes do grupo de transicdo e climatéricas. A atividade funcional dos
fagdcitos do colostro, modulados pelos horménios cortisol e melatonina para G. lamblia
de nutrizes com gestacdo de idade avancada, pode representar um mecanismo adicional
de suma importancia para a protecdo e tratamento de infec¢des por parasitos.

Palavras chaves: Giardia lamblia. Colostro. Climatério. Fagdcitos.



Abstract

Children are more susceptible to parasitic diseases and their infection may occur soon
after birth. The Giardia lamblia ( G. lamblia ) is the main cause of diarrheal diseases in
children and has a worldwide distribution.Colostrum contains important protective
factors for diarrheal diseases as well, breastfeeding is associated with reduction in
diarrhea rates and improving the nutritional status and immunoprotective proprieties for
giardiasis in newborns. The socio-cultural changes and advances in medicine resulted in
the expansion of the postponement of pregnancy what has been associated with
pregnancy in older. The adverse perinatal outcomes in these women, probably due to
the influence of hormonal changes typical of climacteric period. In the literature, the
hormones melatonin and cortisol have been reported as potent immunomodulators, but
no data were found regarding phagocytic activity of colostrum weather nursing mothers
modulated by these hormones in the presence of the parasite. So the aim of this study is
to evaluate the concentration of melatonin and cortisol in the supernatant of colostrum
and the functional activity of phagocytes secretion in climacteric women, modulated by
hormones in the presence of G. lamblia. Colostrum samples were collected from
nursing mothers. Nursing mothers being included in reproductive age (18 to 35 years -
control group), nursing mothers in transition (36-39 years) and climatic nursing mothers
(over 40 years). We evaluated the concentration of hormone melatonin and cortisol in
the supernatant of colostrum , colostrum cell immunophenotyping, superoxide anion
release by mononuclear phagocytes (MN ) and Polymorphonuclear ( PMN ); the
phagocytosis index of PMN and MN cells were evaluated in the presence of G. lamblia
treated or not by hormones and the microbicidal activity of MN and PMN phagocytes in
the presence of G. lamblia treated or not by hormones. We observed a greater
concentration of melatonin and cortisol at the colostrum of nursing mothers. In the
colostrum of mothers weather decreased the percentage of cells expressing CD14 +
CD15 + marker and melatonin increased the release of superoxide both phagocytes MN
as PMN colostrum of mothers in the process of transition and weather. In the presence
of G. lamblia, a lower anion release by macrophages and PMN MN treated with
melatonin, while phagocytes treated by increased cortisol release of superoxide in the
presence of G.lamblia. There was an increase of phagocytosis of G. lamblia by MN
phagocytes weather mothers. The highest rates of phagocytosis were observed in
phagocytes MN and PMN mothers age of transition. Microbicides indexes for G.
lamblia of MN phagocytes weather mothers were lower when these cells were treated
by melatonin. High microbicides indexes for the parasite were found in phagocytes
PMN mothers of the transition and climatic group. The functional activity of phagocytes
colostrum modulated by hormones cortisol and melatonin to G. lamblia nursing mothers
with older pregnancy may represent an additional mechanism of paramount importance
to the protection and treatment of infections with parasites.

Key Words: Giardia lamblia. Colostrum. Climateric. Phagocytes.



1. Introducéo

1.1 Giardia lamblia

A infecgédo por Giardia lamblia em humanos foi relatada pela primeira vez por
Anton Von Leewenhoek, em 1681 (Ropolo & Touz, 2010; Robertoson et al, 2010). O
género G. lamblia possui seis espécies. Dentre essas espécies, somente uma é parasito
de maltiplos animais, inclusive o humano, denominada Giardia lamblia (G. lamblia),

também conhecida como Giardia intestinalis e Giardia duodenalis (Adam, 2001).

A G. lamblia é constituida por, pelo menos, sete grupos de gendtipos (A-G),
sendo que os gendtipos A e B sdo encontrados em humanos e em varios mamiferos
(Adam, 2001). Esse protozoario, eucarionte flagelado, infecta a porcdo superior do
intestino delgado e causa doenca diarreica (Geurden et al, 2010), sendo um dos
parasitos com maior prevaléncia entre as infec¢fes parasitarias humanas (Centeno-Lima

et al. 2013).

1.2 Aspectos epidemioldgicos na Giardiase

A giardiase ¢ um problema de satde publica de distribuicdo mundial, causada
pelo protozario G. lamblia. E considerada uma doenca negligenciada pela Organizacio
Mundial de Saude (Quihui et.al, 2010; Robertoson et al 2010; Sadeghi & Boriji, 2015).
Estima-se que cerca de 200 milhdes de infeccbes ocorrem a cada ano na populacédo
mundial, sendo a maioria em criancas (Sadeghi & Borji 2015).

A resisténcia da forma infectante, cisto, no ambiente, contribui de forma direta a
distribuicdo global da giardiase. Pode sobreviver por meses em locais Umidos e de
temperatura baixa. Permanece viavel por até 60 dias, sendo destruido por temperaturas

superiores a 64°C (Franca-Botelho et al., 2006; Silva, 2014; Santana, et al., 2014). As



variagdes ambientais micro e macroclimaticas tém impacto sobre a epidemiologia desta
parasitose intestinal, visto que as mudangas climéaticas tais como, o aumento da
precipitacdo e da umidade e a diminui¢do da temperatura, sdo favoraveis a viabilidade
do cisto em relacéo ao clima, e a incidéncia da doenga (Escobedo et al. 2015).

A investigacdo epidemioldgica realizada em diferentes paises mostrou que a
falta de servicos essenciais influencia na disseminagdo. A pobreza, o analfabetismo, a
falta de higiene, a falta de acesso a agua potavel, e um clima tropical quente e Umido
sdo os fatores comuns atribuidos na prevaléncia desses parasitos intestinais (Alum et al,
2010; Silva, 2014).

A incidéncia de giardiase € maior em paises em desenvolvimento devido a
estrutura sanitaria ser incipiente. Entretanto, € re-emergente em paises desenvolvidos,
constatado por surtos em creches e por veiculacdo hidrica (Robertoson, et. al, 2010).
Entre os anos de 2004 e 2010, houve registro de, pelo menos, 199 surtos documentados
de doencas provocadas por protozoarios em humanos com transmissdo por via hidrica
(Baldursson & Karanis, 2011). Cerca de 46% dos surtos ocorreram no continente
australiano, 30,6% na América do Norte e 16,5% na Europa. Ha falta de um sistema de
registro sistematico, acerca da giardiase nos paises em desenvolvimento. Pouco se sabe
sobre surtos nesses locais, impossibilitando uma visdo mais clara sobre os indices
epidemiologicos (Silva, 2014).

No Brasil, devido ao clima tropical e a importancia da agua na transmissdo da
giardiase, o Ministério da Saude, de acordo com a Portaria n° 2.914/2011, inclui o
monitoramento de cistos de G.lamblia nos locais de captacdo de agua como
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e

padrdo de potabilidade (Brasil, 2011).



1.3 Morfologia

A G. lamblia possui duas formas morfoldgicas: cistos e trofozoitos. O cisto é a
forma infectante e resistente, responsavel pela transmissdo. Podem ser redondos ou
elipticos, medindo de 12 a 15 um de comprimento e 6 a 8 um de largura. Eles contém
nlcleos, axonemas e um corpo mediano. No citoplasma se encontram de dois a quatro
nacleos, axonemas que originam os flagelos no trofozoito e corpos escuros com forma
de meia-lua precursores do disco adesivo na forma vegetativa (Carvalho 2012; Vieira et

al. 2012; Fava 2013; Rodas 2014; Silva 2014)



16

Apresenta uma parede cistica dupla, glicoproteica, formada por um polimero de
B(1-3)-N-acetil-D-galactosamina, com espessura entre 0,3 e 0,5 pm (Adam, 2001,
Viana & Sogayar, 2011). Essa parede é responsavel pela maior resisténcia a variaces
de temperatura, de umidade e alguns processos convencionais de tratamento de agua,
podendo sobreviver por muito tempo em um ambiente Umido. Devido a seu tamanho
reduzido, pode ocorrer sua passagem em barreiras fisicas, como filtros (Smith, 2006;
Rodas, 2014; Silva, 2014), o que contribui para o aumento de infeccdes por esses

parasitos.

As formas trofozoitas apresentam 10-20 um de comprimento e 5-15 um de
largura, com a forma de uma gota, quando observadas dorsalmente ou ventralmente.
Observa-se um disco adesivo concavo na porcgdo ventral, quatro pares de flagelos, dois
axonemas e um corpo mediano. Possui dois nucleos simétricos localizados
anteriormente. O citoesqueleto inclui um par de corpos medianos, cuja morfologia é
utilizada na diferenciacdo de algumas espécies; quatro pares de flagelos, sendo um par
anterior, um par posterior, um par caudal e um par ventral; e um disco ventral, também,
conhecido como adesivo ou suctorial, importante na fixacdo do parasito no intestino

(Tashima et al., 2009).

Dentre as proteinas do citoesqueleto, encontram-se as giardinas, que
compreendem um grupo de 23 proteinas &cidas, divididas em trés grupos: alfa, beta e
gama. No citoplasma, encontram-se vactolos lisossomais, ribossomais e granulos de
glicogénio. O trofozoito é a forma modvel desse parasito. Ele se aloja no intestino
delgado, sendo o responsavel pelas manifestacdes clinicas da infeccdo e pode ser
encontrado em fezes diarreicas (Gillin et al., 1996; Adam, 2001; Thompson,2004; Viana

& Sogayar, 2011; Santana, 2014; Rodas, 2014 ).
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1.4 Ciclo bioldgico e transmissdo

O ciclo biolégico da G.lamblia € monoxénico, apenas um hospedeiro definitivo.
Apos a ingestdo, o cisto passa por um processo de desencistamento, que tem inicio no
meio &cido do estbmago e completa-se no meio alcalino do duodeno e jejuno, formando

trofozoitos, os quais se multiplicam por divisdo binaria longitudinal.

O crescimento dos trofozoitos pode ser favorecido por sais biliares e colesterol.
Essas substancias promovem a colonizagdo dos parasitos no duodeno e jejuno, onde
permanecem aderidos a mucosa, por meio do disco adesivo. Embora a molécula de
colesterol contribua para a sobrevivéncia e replicacdo, as formas trofozoitas da G.
lamblia ndo séo capazes de sintetiza-la, sendo preciso obté-las do ambiente externo. Um
receptor com caracteristicas da familia de receptores de lipoproteinas de baixa
densidade (LDLR), responsavel pelo reconhecimento e internalizacdo de lipoproteinas,
foi identificado em G. lamblia, mostrando a capacidade de sobrevivéncia desse parasito

em ambientes distintos (Prucca et al. 2011)

O ciclo celular dura entre seis a 20 horas, e se completa no ceco pelo processo de
encistamento do trofozoito, ao final do qual sdo produzidos novos cistos que sdo
excretados juntamente com as fezes do hospedeiro (cerca de 300 milhdes a 14 bilhGes
por dia). Durante o processo de eliminacdo, podem ocorrer periodos de interrupcao de
sete a 10 dias. Os trofozoitos também podem estar presentes nas fezes, mas sao os cistos
0s responsaveis pela contaminacdo do ambiente e pela transmissdo por via oral a um

hospedeiro susceptivel (Rodas, 2014; Silva, 2014; Santana, et al., 2014).

A falta de tratamento adequado da &gua e o déficit de saneamento basico

potencializam a transmisséo da G. lamblia. Essa contaminacdo pode ser pessoa-pessoa e
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fecal-oral, a partir dos cistos na 4gua e nos alimentos, nas mdos nao higienizadas e no
transcorrer da atividade sexual. A transmissdo direta de pessoa a pessoa tem
importancia, principalmente, na disseminacao do parasito entre criangas que frequentam
creches e escolas, onde uma crianca contaminada pode ser a fonte de transmisséo, além
de contaminar o ambiente (Thompson, 2000). A infeccdo ocorre pela ingestdo de pelo

menos de 10 cistos de G. lamblia (Julio et al.2012).

1.5 Patogénese e patogenicidade

Os fatores de risco atribuidos a giardiase ainda ndo estdo completamente
elucidados. A maioria das infecgdes por G. lamblia em humanos é assintomatica, mas
algumas se tornam agudas ou cronicas. Essa variabilidade em relacdo ao
desenvolvimento da doenca tem sido atribuida a diversos fatores, que envolvem tanto o
hospedeiro como o préprio parasito (Faubert, 2000).

Em relacdo ao hospedeiro, fatores como estado nutricional, a hipocloridria,
deficiéncia de imunoglobulinas na mucosa intestinal e idade sdo considerados
importantes no desenvolvimento da doenca, enquanto que a viruléncia e o genotipo do
parasito, interferem, de forma direta, no processo patologico da giardiase (Fava, 2013;
Rodas, 2014; Santana, et al., 2014).

Os fatores de viruléncia da G. lamblia tém sido pouco identificados, mas os
principais mecanismos de patogenicidade incluem moléculas envolvidas na adesao,
encistamento e variacdo antigénica (Ankarklev et al., 2010).

A variacdo antigénica é um mecanismo adaptativo utilizado pelo parasito para
enfrentar o ambiente hostil do intestino delgado e evadir o sistema imune do

hospedeiro. Na G. lamblia, esse processo permite uma continua mudancga de antigenos
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de superficie altamente imunogénicos, chamados de proteinas variantes de superficie
(VSPs), que recobrem toda a superficie do parasito, incluindo o disco ventral e flagelos.
A familia VSP compreende, aproximadamente, 200 genes e apenas um gene € expresso
na superficie do parasito, a qualquer momento, sendo que a mudanca de VVSPs ocorre,
espontaneamente, a cada 6-13 geragdes (Nash, 2001; Dubois et al., 2008; Vieira et al.,
2012)

A inducdo da apoptose no enterdcitos pela G. lamblia representa um
componente importante na patogénese desta infecgdo (Cotton et al., 2011). Pacientes
com giardiase crbnica apresentam alteracdo nas células epiteliais, associada a aumento
na taxa de apoptose de enterocitos. A diarreia causada durante a infeccdo por esse
parasito seria resultado de uma alteracéo no epitélio intestinal que causaria ma-absorgéo
de sodio e glicose, além de hipersecrecdo de cloro (Troeger et al. 2007).

Conforme a vulnerabilidade do hospedeiro e a viruléncia do parasito, pode
ocorrer irritacdo na mucosa intestinal com aumento na producdo de muco e reducédo da
atividade de enzimas intestinais. Associado a esse quadro, ocorre menor absorcdo de
vitaminas lipossoliveis, de acidos graxos, de vitamina B12, de acido félico e de ferro
(Santana, et al., 2014), atrofia das vilosidades e danos nas microvilosidades intestinais;
0 aumento da permeabilidade epitelial e inflamacéo da mucosa (Fava, 2013).

As manifestacdes clinicas provocadas pela giardiase sdo complexas (Fernandes
et al. 2014). Embora seja uma infeccdo de facil tratamento, a sintomatologia prolongada
pode gerar impacto significante na qualidade de vida do individuo (Robertoson, et. al,
2010).

Na infeccdo aguda ha aparecimento subito de diarreia, flatos, distensdo

abdominal, ocasionalmente, pode ocorrer febre; na infeccdo cronica ocorre a ma
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absorcéo intestinal de gordura, xilose, &cido folico, vitaminas lipossolUveis e B12. Ha
nauseas, vOmitos, inapeténcia, perda de peso, e em criangca 0 aumento de peso é
deficitario (Duran et al, 2010; Robertoson et. al, 2010; Wright, 2012). Em criancas
menores de 5 anos, a infeccdo pode causar diarreia aguda grave, e nas infecgdes
cronicas pode resultar em perda de peso e atraso no crescimento (Centeno-Lima et al.
2013).

A infeccdo, causada pela G. lamblia, em individuos imunocompetentes da-se de
forma autolimitada, e em individuos imunossuprimidos, ocorre diarreia persistente e ma

absorcéo severa (Abdel-Hafeez et al ,2012).

1.6. Diagnostico

O diagnéstico da giardiase, inicialmente, é baseado em sinais e sintomas clinicos
inespecificos. E confirmado pela presenca de cistos, trofozoitos ou antigeno de G.
lamblia, em qualquer amostra de fezes ou fluido duodenal. O diagndstico, a partir da
pesquisa de cistos e trofozoitos, apresenta significativa frequéncia de resultado falso
negativo, devido a intermiténcia da eliminacéo e a baixa especificidade de alguns testes.
(Julio et al., 2012; Rodas, 2014; Santana et al., 2014).

Presenca de cisto, em fezes formadas, é detectada por meio do exame
microscopico, seja direto (a fresco) ou precedido por métodos de concentra¢do como o
Faust (centrifugo-flutuacdo em solucdo concentrada de sulfato de zinco) e a
sedimentacdo por centrifugacdo. Os esfregacos podem ser corados com hematoxilina

férrica ou iodeto de lugol, sendo este Gltimo o mais utilizado (Viana & Sogayar, 2011).
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Os trofozoitos sdo pesquisados, em fezes liquidas, direto a fresco ou
hematoxilina férrica. Como os trofozoitos sdo destruidos no meio externo em 15
minutos, € conveniente conservar as fezes com o conservante de Schaudinn ou MIF
(Santana et al., 2014).

A microscopia tem como vantagem a deteccdo simultanea de varios parasitos, o
baixo custo e a facilidade de execu¢do. H& um consenso de que a analise microscépica
apresenta melhor sensibilidade quando sdo examinadas trés amostras coletadas em dias
alternados (Nazer et al., 1993; Hiatt et al., 1995; Cartwright, 1999; Silva, 2014) .

Testes como ELISA e imunofluorescéncia indireta mostram alta sensibilidade e
especificidade, porém, devido ao alto custo, ndo tém sido muito utilizados no Brasil. A
deteccdo de anticorpos anti-Giardia no soro tem pouca contribui¢do para o diagnostico
(Guimardes & Sogayar, 2002). Estudos utilizando essas técnicas para a deteccdo de
anticorpos séricos anti-Giardia e deteccdo de antigenos nas fezes, revelam que esses
testes diagndsticos apresentam alta prevaléncia de soropositividade, sendo esses
resultados atribuidos as possiveis reacdes cruzadas ou exposicdo prévia a G. lamblia
(Guimaraes & Sogayar, 2002; Fernandes et al., 2014)

A deteccdo de coproantigeno € uma boa alternativa no diagnostico da Giardia
lamblia, devido a alta sensibilidade e especificidade. Entretanto, ndo detectam outros
parasitos, simultaneamente, e apresentam um custo elevado em relacdo ao exame
parasitologico de fezes (Silva, 2014).

Além do ELISA, tém surgido novos testes imunoldgicos para pesquisa de
coproantigenos de G. Lamblia, que visam rapidez e praticidade no diagndstico,
utilizando imunocromatografia, como o ImmunoCard STAT (Meridian Bioscience,

Inc.) e o Triage (BIOSITE Diagnostics, San Diego, EUA) (Elsafi et al., 2013).
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Tanto o método convencional, por concentracdo e microscopia, quanto o imunoensaio
por ELISA, apresentam menor indice de deteccdo para G. lamblia, comparada ao
método molecular por PCR (Cardona et al. 2014). Apesar das vantagens, as ferramentas
de biologia molecular ndo tém sido utilizadas no diagndstico rotineiro das parasitoses,
por demandar aparelhagem e reagentes caros (Silva, 2014).

A andlise do fluido duodenal ou de fragmentos de biopsia jejunal pode ser
considerada como um recurso extra no diagnéstico da G. lamblia (Viana & Sogayar,
2011). Também achados radiolégicos (edema, segmentacdo do intestino delgado),
resultado anormal no teste de tolerancia a lactose, nivel ausente de IgA secretoria,
hipogamaglobulinemia ou acloridria podem somar para o diagnostico da doenca ( Heller
et al., 2004; Centeno-Lima et al., 2013; Cardona et al., 2014; Fernandes et al., 2014;

Silva, 2014; Santana, et al., 2014).

1.7 Tratamento e profilaxia

De todas as drogas antigiardiase disponiveis, as mais amplamente utilizadas tém
sido os nitroimidazois, particularmente, o metronidazol e os benzomidazdis, como o
albendazol (Carvalho 2012).

Quanto ao albendazol, estudos clinicos e in vitro tém fornecido resultados
conflitantes, pois a suscetibilidade in vitro de trofozoitos de G. lamblia ao albendazol
apresenta-se inferior aquela observada pelos nitroimidazoéis (Gardner & Hill, 2001).
Dessa maneira, o albendazol apresenta efetividade similar a do metronidazol e menos
efeitos colaterais, com a vantagem de ser administrado em regimes posolégicos mais

simplificados (Granados et al. 2012).
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O metronidazol mostra-se efetivo apenas sobre as formas trofozoiticas. Portanto,
cistos viaveis continuam sendo excretados para o0 ambiente durante o tratamento (Rayan
et al., 2005).

Na literatura, estudos avaliando efeito in vitro de inibidores de proteases sobre
protozoarios sugerem que concentracdes micromolares de inibidores sintéticos de
proteases, especialmente, aqueles especificos para cisteina-proteases, atuam,
efetivamente, sobre a multiplicacdo, a capacidade de adesdo, a viabilidade e a
ultraestrutura dos trofozoitos de G.lamblia. Considerando que esses sdo fatores
indispensaveis para a sobrevivéncia do parasito e para o estabelecimento da infec¢do no
intestino delgado do hospedeiro, esses estudos parecem promissores como alternativa
terapéutica viavel no controle da infeccéo por G. lamblia (Carvalho, 2012).

Na alternativa de evitar a resitencia do parasito, Busatti et al (2013) demosntrou
que os andlogos do metronidazol sdo compostos efecientes para o tratamento de G.
lamblia pois, foram capaz de reduzir a carga parasitaria ao gerar mudanca na arquitetura
celular com desorganizacéo evidente. A excelente actividade giardicida in vivo e in vitro
demonstram que estes derivados de nitroimidazol pode ser importante terapéutico no
combate a giardiase (Busatti et al 2013).

A profilaxia da gardiase ¢ um desafio para a salde publica, que precisa ter éxito
visando reduzir as areas endémicas, a sua frequéncia, o impacto no sistema de salde e
na vida das pessoas. Acredita-se que possam ser alternativas viaveis: acOes
governamentais de prevencdo, tal como o tratamento e monitoramento da potabilidade
da agua, possibilitar condi¢6es sanitarias adequadas a coleta e processamento do esgoto,

somadas a acdes de educacdo em saude, bem como higiene pessoal e alimentar. O
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tratamento da giardiase deve ser efetivo, a fim de prevenir a transmissdo pessoa a

pessoa e, assim, diminuir a ocorréncia da giardiase em &reas endémicas.

1.8 Infecgdes por G. lamblia em criangas

As infecgOes por G. lamblia sdo mais comuns em criangas, com prevaléncia de
aproximadamente 20% em algumas regides brasileiras, sendo considerada uma das
parasitoses mais frequentes em paises em desenvolvimento (Rivera et al., 2002; Pereira
et al., 2007). Estudos conduzidos em diferentes estados do Brasil relatam a prevaléncia
da giardiase em criancas, que varia de 16% a 27,5% (Machado et al., 2008; Menezes et
al., 2008; Tashima et al., 2009).

A resposta imunoldgica aumenta com a idade e exposicdo ao parasito (Julio et
al, 2012). Em estudos realizados em criangas de 0O a 6 anos, o parasito de maior
prevaléncia foi a G. lamblia (Zaiden, et al, 2005; Fernandes & Barbosa, 2011; Julio et
al, 2012), sendo que ha maior risco de infeccdo por este parasito em criancas, apos 0
primeiro ano de vida (PEREIRA et al., 2007).

As criancas infectadas por G. lamblia estdo propensas a déficit de crescimento e
desenvolvimento cognitivo (Robertoson et. al, 2010; Wright, 2012). A alta incidéncia
de diarreia causada pelo parasito, nos primeiros dois anos de vida, revelou impacto, a
longo prazo, como associacdo de diarreia infantil a reducdo de funcbes cognitivas e
déficit de crescimento (Niehaus et. al, 2002). Duas, ou mais infeccdes por G. lamblia,
até os dois anos de idade, foi associada a 4.1 pontos abaixo no escore da escala de

inteligéncia Wechsler (Berkman et al.,2002). Também, em criancas portadoras de
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doenca hepética cronica, a G. lamblia foi o terceiro protozoéario intestinal mais

prevalente (EI-Shazly et al. 2015).

1.9 Resposta imunoldgica para G. lamblia

A infeccdo por G. lamblia pode produzir imunidade, embora ndo esteja
esclarecido se a infeccdo prévia pelo parasito, realmente, evita uma segunda infecgéo,
Ou apenas, evita os sintomas severos da doenca (Solaymani-Mohammadi et al. 2010).

Varios mecanismos de defesa tém sido propostos para eliminar a infeccao por G.
lamblia, incluindo fagocitose por macrofagos, secrecdo de defensinas, 0xido nitrico e
mucinas nas células epiteliais, além do recrutamento e ativacdo de mastocitos nas
células da mucosa intestinal (Solaymani-Mohammadi et al. 2010). Em humanos,
macrofagos tanto do sangue como do colostro sdo capazes de fagocitar trofozoitos de G.
lamblia (Hill e Pearson 1987, Franca-Botelho et al. 2006) e apresentam atividade
microbicida in vitro (Franca-Botelho et al. 2006).

Hospedeiros imunocompetentes desenvolvem respostas inatas e adquiridas
eficientes para evitar ou restringir o parasitismo (Ropolo & Touz, 2010). Pode ser
autolimitada, em alguns casos (Robertoson et. al, 2010), indicando a presenca de
mecanismos de defesa eficientes para esse parasito intestinal. A resposta imune mediada
por celulas T e B é considerada um importante mecanismo de controle deste
protozoario.

Varios estudos clinicos e experimentais visam identificar antigenos especificos
para G. lambli, estimulados pelas células B. Antigenos liberados pela G. lamblia sdo os

principais responsaveis pela ativacdo da resposta imune do hospedeiro, que é,
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frequentemente, caracterizada por uma inflamagdo minima na mucosa intestinal. Essa
resposta imune, na maioria dos casos, parece ser protetora e € mediada, sobretudo, por
Imunoglobulina A (IgA), importante nos casos de infecgdo cronica (Munhoz-Cruz, et
al., 2010; Souza et al., 2012). No entanto, nota-se que 0s anticorpos ndao sdo necessarios
para o controle da infec¢do aguda (Singer & Nash, 2000).

As informacGes sobre antigenos de G. lamblia, que induzem a resposta
imunoldgica celular sdo escassas (Singer & Nash, 2000; Astiazaran-Garcia et al., 2009).
Existem diversos tipos de linfécitos T efetores. Classicamente, os dois principais tipos
sdo os auxiliares (Th) e os citotoxicos, que podem ser diferenciados por marcadores
especificos e pelas funcdes (Mesquita et al., 2009).

Também os niveis de citocinas, como interleucina-6 (IL-6), interleucina-5 (IL-
5), interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFN-y), apresentam-se mais elevados em
pacientes infectados com G. lamblia do que em individuos saudaveis, 0 que sugere acao
dessas citocinas na imunidade para giardiase (Bayractar et al., 2005).

Estudo experimental revelou que a IL-6 e 0 TNF-o sdo consideradas pro-
inflamatdrias e auxiliam no recrutamento de macrofagos e neutrofilos no sitio de
inflamacéo, sendo as citocinas de maior impacto na giardiase (Zhou et al., 2007). No
entanto, a infeccdo por G. lamblia, seja em humanos ou animais, ndo apresenta
infiltracdo significativa de neutrofilos ou macréfagos. Uma resposta regulatéria no trato
intestinal pode estar ativa durante a infeccdo, inibindo uma inflamacdo severa

(Roxstrom et al., 2006; Solaymani-Mohammadi, 2010).

1.10 Gestacdes tardias
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As alteragBes imunitarias que ocorrem durante a gravidez sdo ainda pouco
compreendidas (Vasconcellos et al. 2003), porém a influéncia da idade materna, no
momento do parto, tem assumido uma importancia crescente nas Ultimas décadas
(Cohen 2014), tanto do lado materno, como do recém-nascido.

As gestacdes de mulheres com idade superior a 35 anos sdo denominadas tardias
e as aquelas com mais de 45 anos s@o consideradas gestacfes com idade materna muito
avancada (Huang, 2008), também, denominada de extremo de idade reprodutiva
(Cleary-Goldman et al. 2005).

A ascensdo do feminismo proporcionou melhores oportunidades educacionais e
escolhas profissionais mais amplas para as mulheres, postergacdo do casamento, a
constituicdo de familias pequenas e, de novas unides; a combinagdo dessas tendéncias
sociais, com a disponibilidade de controle de natalidade eficaz e tratamentos
sofisticados para a infertilidade, tem resultado na expansdo do adiamento da gestacédo
para o polo oposto da idade reprodutiva (Gravena et al., 2012; Cohen, 2014).

O climatério é uma fase do ciclo vital feminino, caracterizado pela transi¢do da
idade reprodutiva para a idade ndo reprodutiva. As alterac6es iniciam a partir dos 40
anos (Pereira & Siqueira 2009a; Pereira & Siqueira 2011; Salazar-Molina et al. 2015;
Pereira & Siqueira 2009b). E nesse periodo de alteracdes, em funcdo da instabilidade
hormonal, no periodo pré-menopausal, que as climatéricas engravidam. Dessa maneira,
tém-se gestacdes tardias e com idade materna muito avancada (Huang, 2008; Pereira &
Siqueira, 2009a).

A influéncia da idade materna tem assumido uma importancia crescente nas
Gltimas décadas (Cohen 2014). Segundo dados preliminares do Sistema de Informacdes

sobre Nascidos Vivos (SINASC), no ano de 2013, no Brasil, 65.615 climatéricas entre
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40 e 65 anos deram a luz a recém-nascidos vivos. A maior incidéncia foi na regido
sudeste (45,85%), seguidos da nordeste (24,79%), sul (15,22%), norte (7,37%) e centro-
oeste (6,74%). A taxa de prematuridade, 0 baixo peso ao nascer e a restricdo de
crescimento fetal sdo mais altas entre as gestantes com mais de 40 anos (Andrade et al.,

2004; Cleary-Goldman, 2005; Benzies, 2008).

1.11 AlteracGes fisiopatoldgicas na gestacéo tardia

As mulheres climatéricas tém mais doencas, comparadas com as mais novas.
Doencas crénicas, diabetes, hipertensdo, obesidade e doenca renal sdo algumas das
comorbidades associadas a idade. Além disso, desenvolvem mais comumente pre-
eclampsia, placenta prévia e diabetes gestacional. Ainda que saudaveis, as gestantes
climatéricas tém gestacfes com maior risco, em comparacdo com mulheres mais jovens
(Cohen 2014).

Gestantes com idade superior a 35 anos apresentam maior frequéncia de
resultados perinatais adversos, quando comparadas as mulheres com idade entre 20 e 34
anos, com destaque para RN com baixo peso e macrossomia, prematuros e pds-termo,
com indice de Apgar menor que 7 no 1° e 5° minutos de vida, além da presenca dos
Obitos fetais (Gravena et al. 2012). Ainda, apresentam maior ocorréncia de
abortamentos espontaneos e induzidos e maior risco para mortalidade perinatal, baixa
vitalidade do recém-nascido, baixo peso ao nascer, parto pré-termo e fetos pequenos
para idade gestacional (Delpisheh et al, 2008). As alteracdes mais frequentes de peso do
recém-nascido nessas mulheres envolvem tanto os casos de macrossomia, quanto 0s

pequeno para a idade gestacional (Azevedo, et al., 2002). A taxa de prematuridade, o
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baixo peso ao nascer e a restricdo de crescimento fetal sdo mais altas entre as gestantes
com mais de 40 anos (Andrade et al., 2004; Cleary-Goldman, 2005; Benzies, 2008).

A idade pode conferir uma proporcéo crescente de risco ao longo da vida
reprodutiva. Uma gestacéo de baixo risco precisa da coordenacdo de eventos genéticos,
bioquimicos, imunoldgicos e enddcrinos. Recém-nascidos de climatéricas sdo mais
propensos a necessitar de cuidados intensivos e a terem anomalias (Cohen, 2014;

Vaughan et al., Cleary & Murphy; 2014; Klemetti et al. 2014).

1.12 Resposta imunologica e infec¢des parasitarias na gestacéo tardia

As alteracbes imunitarias na gestacdo tardia se associam a respostas
imunologicas para fatores aloimunes e autoimunes (Vasconcellos et al. 2003; Caetano et
al. 2006) e doencas parasitarias (Caetano et al. 2006). A ocorréncia de aborto
espontaneo na idade acima de 40 anos esta diretamente associada a fatores autoimunes
(Caetano et al. 2006), enquanto que infeccdes parasitarias como doenca de Chagas,
toxoplamose e malaria foram associadas a morte fetal (Cecatti & Aquino 1998).

Na literatura, estudo investigando parasitos intestinais em gestantes de diferentes
faixas-etarias, revelou maior prevaléncia (48,1%), no grupo etario entre 23-31 anos,
predominancia (86%) de protozoarios. Porém, estudos sobre a giardiase e sua interface
com o periodo gestacional em idade avancada ndo foram encontrados (Rodriguez-
Garcia, 2002).

Devido a patogenicidade e prevaléncia de infeccBes por G. lamblia, € possivel
que este grupo de gestante seja mais susceptivel a infeccdo pelo parasito, e esta pode

ocasionar efeitos durante a gestacdo e no periodo de aleitamento materno.
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Pode-se inferir que a diarreia causada durante a infeccdo, a alteragcdo no epitélio
intestinal causam ma-absorcdo de nutrientes e esses fatores seriam corresponsaveis pelo
baixo peso ao nascer e a restricdo de crescimento fetal. A letalidade por giardiase esta
ancorada na mortalidade infantil por doencas diarreicas. Assim, torna-se importante
avaliar componentes imunoldgicos presentes no colostro de mulheres climatéricas e
verificar os efeitos destes componentes, diretamente, para G.lamblia, uma vez que as
criangas sdo infectadas por parasitos, praticamente, logo em seguida ao nascimento,
tendo continuidade em alguns casos durante a sua vida (Fernandes & Barbosa, 2011).

Por outro lado, ha evidéncias de que o hipoestrogenismo, caracteristico da fase
climatérica, possa resultar em menor resisténcia as infecgdes. As defesas imunes
naturais do organismo também sdo reduzidas, em certa proporcdo, por causa da
fragilidade da pele e da diminuigéo na producdo de anticorpos pelas mucosas (Medeiros
et al., 2007) e refletem em alteragdes celulares e humorais em todo o processo de
geracdo de resposta especifica.

As modificacBes da resposta imune humoral com a idade incluem: menor
resposta ao reconhecimento de antigenos; aumento na producdo de autoanticorpos e
complexos imunoldgicos circulantes; diminuicdo na producdo de interleucina 4 (IL-4);
aumento na secrecdo de interferon-y (IFN-y) e diminuig¢do na sintese de
imunoglobulinas (Miller, 1996). A resposta imunoldgica celular também diminui com a
idade e resulta em reacdo retardada aos antigenos de meméria e declinio na funcdo dos
linfocitos B (Straub et al, 2001). Alteracdes na relacdo CD4/CD8, também, foram
descritos em mulheres idosas, mas parece ndo ocorrer mudanca em macrofagos, células

dendriticas ou linfocito B (Miller, 1996).
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1.13 Gestag0es tardias e amamentacéo

Esses resultados perinatais adversos, resultantes da gestacdo tardia e de idade
materna muito avancada, podem ser amenizados com o aleitamento materno, pois este é
ideal para crescimento e desenvolvimento do recém-nascido, devido & disponibilidade
de nutrientes e componentes imunoldgicos. O leite materno é capaz de suprir a
deficiéncia do sistema imunoldgico imaturo dos recém-nascidos, especialmente, nas

superficies de mucosas (Franca et al., 2012).

O leite humano é rico em anticorpos, em especial, IgA secretora (slgA) (Newburg,
2005; Hanson, 2007; Morceli et al., 2011; Santana, et al., 2014), que desempenham um
papel protetor para varios micro-organismos (Honorio-Franca et al., 1997; Franca-
Botelho et al., 2006). Criangas amamentadas podem obter protecdo por meio de
anticorpos da classe IgA secretoOria, presentes no leite materno (Santana, et al., 2014),
devido a capacidade desta imunoglobulina neutralizar micro-organismos na mucosa

intestinal (Santos et al., 2013).

Outros isotipos de imunoglobulinas, como IgG e IgM, fornecem protecao
complementar na mucosa respiratéria e trato gastrointestinal do recém-nascido. (Islam
et.al, 2006). Proteinas, C3 e C4, do sistema complemento também estdo presentes no
colostro em quantidades menores que no sangue. As referidas proteinas atuam como
opsoninas, sendo importantes na fagocitose e na atividade microbicida (Honorio-Franca

et al, 1997; Honorio-Franca 2001).

A amamentacdo, entre outras acdes, tem sido associada a reducdo das taxas de
diarreia e melhoria do estado nutricional (Moore et al., 2000; Niehaus et al., 2002;

Santos et al., 2013). Estudos tém demonstrado que o colostro e o leite humano contém
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fatores protetores importantes para combater doencas diarreicas em criangas (Honorio-

Franga et al., 1997; Franca-Botelho et al., 2006).

1.14 Fatores imunoldgicos do colostro e do leite humano

O colostro difere da maioria das outras secre¢fes por apresentar um grande nimero
de leucécitos vidveis 1x10° cel/ml, durante os primeiros dias de lactacdo (Islam et al.,
2006). Neutrdfilos e macrofagos sdo as células mais numerosas presentes na secrecao.
Essas células permanecem viaveis no intestino mucosa do recém-nascido por um
periodo de cerca de quatro horas, apos a amamentagdo (Hughes, 1988). Assim, possui
capacidade de prevenir doencas diarreicas, visto que 0s componentes imunoldgicos,
originarios do aleitamento materno, tornam-se presentes no intestino do recém-nascido

(Caspari et al, 1993).

Macrofagos do colostro tém atividade fagocitaria, receptor de SIgA (Robinson et
al 1991; Rivas et al 1994.). Sao capazes de produzir radicais livres derivados do
oxigénio (Tsuda et al, 1984; Honorio-Franca et al, 1997; Franca et al, 2011 ) contém
IgA de superficie (Franca et al, 2011b) e IgA intra-citoplasmatica (Brandtzaeg, 2003).
S8o descritos como produtores de fatores de imunomoduladores e expressam
marcadores de ativacdo como CD11c e podem modular a funcdo de linfocitos B e T

(Rivas et al., 1994).

Os neutréfilos, por sua vez, quando ndo estimulados, apresentam menor atividade
funcional (Thorpe et ai, 1986; Franga et al, 2009) expressam receptor FcaR (Isoforma
a.1) sem associacdo da subunidade y e apresentam menor atividade microbicida e,

provavelmente, atuam como mediadores anti-inflamatorios (Honorio-Franga, 2001).
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Devido a sua menor atividade funcional, uma vez secretado no leite, acredita-se que a
principal fungdo do neutrdfilo esta associada a efeitos maternos protetores para a crianga
(Field, 2005). A expresséo de altos niveis de CD11c e baixos de L-selectina indica que

sdo células, previamente, ativadas (Kim et al,. 2004).

A acdo imunoprotetora de células para a giardiase foi demonstrada por meio da
microscopia eletronica de contraste de fase, sendo evidenciada a capacidade de
fagocitose dos macrofagos derivados do sangue humano em relagdo a G. lamblia (Hill
& Pearson, 1987). No colostro, a atividade fagocitaria das células parece sofrer
influéncia de opsoninas para aderéncia, ingestdo e morte de trofozoitos de G. lamblia,
uma vez que esses fagocitos aumentam a capacidade de ingestdo e morte do G. lamblia
na presenca de imunoglobulinas e do proteinas C3 e C4 do sistema complemento
(Franca-Botelho et al, 2006), o que sugere que esses fagocitos atuam como um

mecanismo adicional de protecéo para giardiase infantil.

Maes com giardiase tém em seu leite IgA secretora antigiardia e seus filhos tém
menor incidéncia de giardiase (Wlak, 1998; Bilenko et al, 2008). A maioria dos
individuos se recupera da giardiase aguda, mas alguns sofrem de diarreia crénica
recorrente, que persiste dois anos ou mais (Fabregas et al, 1978; Gomez 1981). As
criangas nascidas de mdes ndo imunes correm risco, significativamente, maior de
adquirir G. lamblia e desenvolver giardiase com sintomas mais graves em comparacao

com filhos de mées, previamente, sensibilizadas ao parasito (Tellez et al 2005).

Além de células, o colostro apresenta ainda componentes bioativos como as
citocinas (Meki et al, 2003; Lonnerdal, 2003;Kverka et al, 2007; Garofalo, 2010),
lisozima (Lonnerdal, 2003; Marek et al, 2003), probidticos (Newburg, 2005), fatores

antioxidante (Friel et al, 2008; Lindmark-Mansson & Akesson, 2000), glucanas
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(Newburg, 2005) como lactoaderina (Shahriar et al, 2006; Marek et al, 2003),
lactoferina (Ogundele et al, 2000; Bessler et al, 2006) e transferrina (Goldman, 1993,
Goldman 2002) entre outros componentes produzidos pelo sistema imune materno.
Possui, também, varios hormoénios (Miralles et al, 2006; Lonnerdal, 2000; Abdulla et al,
2005, Lamounier et al, 2001; Fagundes et al, 2012, Hara et al, 2013, Honorio-Franga et

al, 2013).

As grandes quantidades de células e de outros componentes sollveis no colostro,
capazes de modular a atividade funcional dessas células, sugerem que o colostro e leite
humanos possuem componentes importantes, que sao capazes de atuar em infeccdes, em

especial as parasitarias.

1.15 Interacdes hormonais e células

A literatura reporta a importdncia de horménios como potentes
imunomoduladores, que participam de varios aspectos relacionados ao sistema
imunologico (Kuhlwein et al., 2001; Corréa et al, 2006).

Interacbes entre  horménios, envolvendo a ativacdo de células
imunocompetentes, tém sido relatadas. A presenca de fagocitos no colostro e outros
fatores no leite humano, incluindo horménios (Crago et al., 1979; Goldblum &
Goldman, 1994) pode estar associados com a evidéncia clinica e epidemioldgica que o
aleitamento materno protege as criancas para infeccBes agudas gastrointestinais e
respiratdrias (Cunninghan et al., 1991; Carlsson & Hanson, 1994).

Existem autores que reportam um mecanismo de interacdo entre células e a

modulacdo pelo hormdnio cortisol (Long et al., 2005; Lim et al., 2007; Fagundes et al,
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2012), enquanto outros pelo hormdnio melatonina (Hara et al, 2013, Honorio-Franca et
al, 2013).

O cortisol (figura 1) € um horménio produzido na glandula adrenal e é o
principal marcador para a ativagdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal
(HPA) (Tsigos et al., 2002). Esse horménio € utilizado como um biomarcador em
muitos estudos de estresse fisiologico (Chida, 2009). Tem uma caracteristica e ritmo
bioldgico estavel em turno diurno com um aumento de sua liberagdo 30 min apds o
despertar (Haus et al., 2006), sendo considerado um bom marcador de ritmo diurno
(Hofstra et al., 2008).

Os glicocorticéides desempenham um papel fundamental na consolidacdo de
memoria de um evento estressante e, assim que esse evento reaparecer novamente no
futuro, este pode desempenhar uma resposta mais efetiva (Roozendaal et. al., 2009). O
horménio cortisol € um glicocorticoide capaz de regular a mobilizagcdo energetica e a
funcdo imunolodgica (Reul, et. al., 2007).
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Figura 1 Estrutura quiimica do cortisol (Gayton,1997).

O cortisol esta presente no colostro (Fagundes et al. 2012), e tem sido reportado
com importante papel no desenvolvimento e maturacdo pos-neonatal do trato

gastrointestinal e do sistema imunolégico do recém-nascido (Foligne et al. 2001; Jouana
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et al., 2006), sendo, também, capaz de modular a atividade funcional de fagocitos da
prépria secrecdo (Fagundes et al, 2012).

O cortisol tem sido utilizado terapeuticamente no tratamento de doencas
imunolégicas, inflamatérias e doencas agudas (Everson et al., 2003; Rady, 2006,
Sathasivam, 2008), e que a liberacdo enddgena desse hormdnio é capaz de modular,
diretamente, as fungdes imunoldgicas, desempenhando um papel central, tanto na
resposta imunoldgica inata, quanto na adquirida (Woods et al., 2000; Kohut et al.,
2005).

Ensaios in vitro revelaram que em baixas concentracdes, os glicocorticoides tém
um efeito imunoestimulador sobre a atividade de macrofagos, enquanto que, em altas
concentracdes, tem efeito imunossupressor (Smyth et al., 2004; Lim et al., 2007;
Medeiros et al., 2007)).

Assim como o cortisol, o horménio melatonina foi relatado no colostro
(Honorio-Francga et al., 2013, Hara et al., 2013, Morceli et al, 2013).

A melatonina (MLT) € um neuro-horménio que exibe diversas funcdes
fisiologicas, incluindo a regulacdo biologica dos ritmos circadianos: sono, reproducéo,
imunomodulacao (controlando a ativacdo de células T, B, NK, liberacdo de citocinas)
(Hardeland & Fuhrberg, 1996; Pontes et al., 2006) e acdo anti-inflamatéria (Hardeland
et al., 2006).

A MLT é um neuro-horménio, uma indoleamina produzida pela glandula pineal,
sincronizado por estimulos circadianos claro/escuro por meio do trato retino-
hipotalamico-pineal sintetizada, a partir da serotonina, vinda do aminoacido essencial
triptofano ( Figura 02). Foi demonstrado que a MLT desempenha um papel fundamental

na sincronizagéo dos ritmos do organismo, com ciclos de dia e noite (Arendt, 1998).
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A MLT, bem como seus metabdlitos, possuem propriedades antioxidantes que
inibem o dano induzido por espécies reativas por meio de varios mecanismos. Agem,
diretamente, sob os radicais livres e, indiretamente, estimulando a producéo/ativando
enzimas antioxidantes intracelulares (Tan et al., 2007; Peyrot & Ducrocq, 2008;
Hardeland et al., 2009; De Lima et al., 2010).

Esse hormonio tem importante papel imunomodulador no controle de doengas
infecciosas (Franca et al., 2009b), sendo relatado efeito estimulatério sobre macréfagos
do colostro humano, na ativagdo dos mecanismos de defesa celular como o superéxido,
fagocitose e liberacdo de célcio intracelular (Hara et al, 2013, Honorio-Franca et al,
2013). Podendo, também, ter atividade pré-oxidativa que pode estar relacionada com a

sua conhecida capacidade pré-apoptotica sem células tumorais (Espino et al., 2010).
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Figura 2 Estrutura quimica da melatonina. (Akkas et al.,2007).
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A melatonina no colostro humano apresenta variacdo circadiana, sendo que as
maiores concentracGes foram observadas no periodo noturno, e sugere-se um perfil
fisiologico e auxiliar na defesa do neonato para infecgdes (Franca et al., 2009; Franca et
al., 2011a).

No entanto, durante o climatério ocorrem alteraces hormonais importantes. O
decréscimo dos niveis de hormdnios sexuais femininos é consequéncia natural da
menopausa. Essa transicdo da vida reprodutiva estd associada com um incremento nos

fatores de risco cardiovasculares, como hipertensdo, hiperlipidemia e intolerancia a
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glicose, gerando, dessa maneira, um aumento da morbidade e mortalidade de origem
cardiovascular (Medeiros et al., 2007; Pereira & Siqueira, 2011; Salazar-Molina et al,
2015).

Por outro lado, estudos revelam que o sangue e a glandula mamaria sdo
responsaveis pela secrecdo de horménios importantes para o desenvolvimento e
maturacdo do trato gastrointestinal e do sistema imunoldgico de recém-nascidos
(Foligne et al, 2001;. Jouana et al., 2006; Trahair et al, 1987). Esses hormdnios regulam,
temporariamente, a atividade de algumas glandulas enddcrinas até que o sistema
hormonal do recém-nascido complete o seu desenvolvimento (Bernt & Walker, 1999).
Portanto, os horménios secretados no leite sdo considerados necessarios para a saude e
crescimento de recém-nascidos, bem como, importantes moduladores de funcOes

imunologicas.

No entanto, ndo foram encontrados dados na literatura que afirmem se as alteragdes
hormonais, ocasionadas pelas mudangas naturais que ocorrem durante o climatério,
podem alterar a funcdo de células, bem como, a concentracdo desses hormdnios na

secrecao.



39

2. Justificativa

A giardiase é um problema de satde publica de distribuicdo mundial considerada
uma doenca negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saide. Estima-se que cerca de
200 milhdes de infeccdes ocorrem a cada ano na populagdo mundial, sendo a maioria
em criancas (Robertoson, et. al, 2010, Sadeghi & Borji, 2015). Ao compreender a G.
lamblia como o parasito de maior prevaléncia na infancia, de distribuicdo mundial, o
impacto da diarreia infantil a longo prazo e a amamentacdo associada a reducdo das
taxas de diarreia e melhoria do estado nutricional, reforca-se a importancia do estudo
dos componentes imunolégicos do leite em nutrizes climatéricas para G. lamblia.

Sabe-se que, tanto a melatonina, como o cortisol, desempenham papel
importante de defesa imunologica e sdo capazes de modular a atividade funcional dos
fagocitos do colostro, como os mecanismos de defesa microbicida, alem de atrair mais

células ao local de infecgéo, reduzindo a possibilidade de infec¢cdes em neonatos.

Vale ressaltar que, na literatura, ndo foram encontrados dados referentes a atividade
de fagdcitos do colostro para parasitoses em climatéricas, demonstrando, assim, a
pertinéncia de investigar a atividade funcional dessas células e buscar uma maior
compreensdo dos efeitos imunoprotetores do colostro para o recém-nascido de mulheres

com idade materna avancada.

Deve-se considerar que a composic¢do do leite materno apresenta modificacdes de
acordo com sua cronobiologia. Ha diferenca em sua composicdo em relacdo a hora de
sua producdo, sua caracteristica anterior e posterior, estagio de maturacao (Franca et al,
2010), doencas maternas (Massmann et al, 2013, Franca et al, 2013) e a prematuridade

do recém-nascido. Questiona-se, se a idade materna avangada e a altera¢cdo hormonal,
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tipica da fase climatérica, apresentariam influéncia no mecanismo imunolédgico de
protecdo para doencas infecto parasitarias e se 0 colostro de mées climatéricas confere

imunidade ao lactente, quanto a infecgdo por G. lamblia.
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3. Objetivo Geral

e Avaliar a atividade funcional de fag6citos do colostro de mulheres climatéricas,

modulados por melatonina e cortisol na presenca de Giardia lamblia

3.1 Objetivos especificos
» Analisar parametros imunoldgicos maternos:
e Quantificar a concentragdo dos hormdnios cortisol e melatonina;
e Imunofenotipagem e os percentuais de células CD3", CD4", CD14" e CD15";
e A atividade funcional dos fagocitos do colostro para G. lamblia na presenca de

horménios (cortisol e melatonina);

» Auvaliar, nas nutrizes as condi¢des de RN:

e Peso e indice ponderal (relag&o entre o peso x 100 / comprimento®);

e Percentual de RN classificados em pequeno (PIG), adequado (AIG) e grande
(GIG) para a idade gestacional (relacdo peso ao nascer / idade gestacional);

e Apgar no primeiro e quinto minuto de vida.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Sujeitos e tamanho amostral

Trata-se um estudo prospectivo, tipo corte transversal. Foram coletadas 73
amostras de colostro de nutrizes, usuarias de Servi¢o Publico de Salude de S&o Paulo -
SP e Barra do Gargas - MT. As puérperas foram consultadas sobre a disponibilidade em
doarem uma amostra de colostro, com volume aproximado de 8ml. A coleta foi
realizada por ordenha manual, com técnica adequada, sempre no periodo da manhd e no
intervalo entre duas mamadas, no periodo correspondente as primeiras 48 a 72 horas

apos o parto.

4.2 Critérios de inclusdo, exclusdo e descontinuidade

Para a execucdo deste estudo foram incluidas nutrizes e seus RN. Nutrizes
jovens (idade entre 18 a 35 anos), nutrizes em transicdo (idade entre 36 a 39 anos) e
seus RN e nutrizes climatéricas (idade acima de 40 anos) e seus RN, e, 0s quais foram

classificados, conforme critérios estabelecidos abaixo.

Grupo 1: Nutrizes jovens ( grupo controle)

a) ter idade entre 18 e 35 anos;

b) idade gestacional no parto a partir de 37 semanas.

c) ter concebido um recém-nascido vivo e sem malformacdes.
d) reacBes soroldgicas negativas para hepatite, HIV e sifilis;

e) assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Grupo 2: Nutrizes em transicao
a) ter idade entre 36 a 39 anos
b) idade gestacional no parto a partir de 37 semanas
c) ter concebido um recém nascido vivo e sem malformacoes.
d) reacGes soroldgicas negativas para hepatite, HIV e sifilis;

e) assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Grupo 3: Nutrizes climatéricas

a) ter idade igual ou superior a 40 anos;

b) idade gestacional no parto a partir de 37 semanas

c) ter concebido um recém nascido vivo e sem malformagoes.
d) reacdes soroldgicas negativas para hepatite, HIV e sifilis;

e) assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critério de exclusdo: ldade gestacional no momento do parto inferior ou igual a 37
semanas, mal formacéo fetal, sorologia positiva para hepatite, HIV e sifilis.

Critério de descontinuidade: Ma formacéo fetal diagnosticada no pos-parto mediato.

4.3 Definicdo das variaveis

a) idade — entre 18 e 35, entre 36 e 39 ou, maior o igual a 40 anos;

b) presenca (sim) ou auséncia (ndo) de tabagismo, de hipertensdo arterial e de Diabetes
melittus;

c) idade gestacional no momento do parto, em semanas completas;

d) modalidade do parto — Cesaria e normal;

e) peso materno e indice de massa corporal final e inicial
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f) peso ao nascer
g) estatura ao nascer

h) apgar no primeiro e quinto minuto de vida

4.3.1 Variaveis Independentes
Grupos experimentais:— nutrizes climatéricas (grupo caso) e nutrizes jovens (grupo

controle) e em fase de transi¢do (grupo caso).

4.3.2 Variaveis Dependentes

a) determinacéo dos percentuais de células e da concentracdo de hormdnios no colostro;
b) determinacdo da ativacdo do metabolismo oxidativo pelas células do colostro na
presenca de horménios;

c) determinacéo da fagocitose e atividade microbicida na presenca de horménios;

4.4 Métodos de coleta e avaliacéo

4.4.1 Obtencdo de sobrenadante de colostro humano

Amostras de colostro com volume aproximado de 8ml foram centrifugadas por

10 minutos a 160G sob-refrigeracdo a 40C. A centrifugacdo permite a separacdo do
colostro em trés fases nitidas: o "botdo" celular, uma porcdo fluida intermediaria e uma
camada superior de gordura. A camada superior composta de gordura foi desprezada e o
sobrenadante (porcéo fluida) foi armazenado em freezer —80°C para posterior dosagem

de horménios e as células foram reservadas para posteriores analises.
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4.4.2 Dosagem da concentragéo do cortisol no sobrenadante de colostro

A determinagdo quantitativa da concentracdo do hormoénio cortisol total no
sobrenadante de colostro foi realizada pelo teste imunoenzimatico em microplacas -
ELISA, pelo Kit Accu Bind (Fagundes et al, 2012). Padrdes e amostras (25ul) foram
colocadas em microplacas com 96 pocos, a seguir adicionado 50 pl de reagente
enzimatico de cortisol, as placas foram agitadas e adicionados 50ul de anti-cortisol
biotina. As placas foram incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente. Apés este
periodo, o conteddo da microplaca foi descartado e, lavada trés vezes com tampéo de
lavagem. A seguir foi adicionado 100pl de substrato e incubado a temperatura ambiente
por 15 minutos e a reacdo foi interrompida com solucdo de parada. A leitura foi
realizada em espectrofotometro de placas em comprimento de onda de 450nm. Os

resultados foram obtidos através de curva-padréo e expressos em pg/mL.

4.4.3 Dosagem da concentracao de melatonina no sobrenadante de colostro

A determinacdo quantitativa da concentracdo do horménio melatonina no
sobrenadante de colostro foi realizada pelo teste imunoenzimatico em microplacas de
ELISA (Honorio-Franca et al, 2013). A melatonina presente no colostro foi extraida por
cromatografia de afinidade, concentrada em centifuga a vacuo por 1minuto a 200g e
determinada por kit de ELISA Imuno-Biological Laboratories (IBL, Hamburgo). Os
valores da reacdo foram medidos por absorbancia em espectrofotometro com um filtro
de 405nm. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro de placas em comprimento de
onda de 405nm. Os resultados foram obtidos através de curva-padrdo e expressos em

pg/ml.
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4.4.4 Obtengdo de células do colostro

Amostras de colostro com volume aproximado de 8ml foram centrifugadas por 10

minutos a 160G sob-refrigeracdo a 40C. As células foram ressuspendidas em meio de

cultura 199 (Gibco), e separadas em gradiente de densidade com Ficoll-Paque
(Pharmacia) por 40 minutos a 160G, sob temperatura de 40C. As células foram contadas

em camara de Newbauer, e as concentragdes celulares ajustadas para 2 x 106 células/ml.
As células foram utilizadas nos ensaios de imunofenotipagem, de liberacdo de anion

superéxido, fagocitose e atividade microbicida.

4.4.5 Imunofenotipagem

Células do colostro foram lavadas com Tampéo fosfato (PBS) acrescido de BSA
(soro albumina bovino) por 10 minutos a 4°C. As células foram marcadas com 5pl de
anti-CD4FITC, anti-CD3PE, anti-CD14FITC, anti-CD15PE por 30 minutos. As celulas
foram lavadas e ressuspendidas PBS-BSA e a leitura foi feita por citometria de fluxo
(FACSCalibur, BD Bioscience, USA). O minimo de 10.000 células foi avaliado pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia. Os dados foram analisados

através do software Flowjo 7.2.5.

4.4.6 Tratamento dos fagocitos do colostro com melatonina e cortisol

Os fagécitos do colostro foram tratados pelos horménios por 1 hora a 37°C sob
agitacdo. Para cada ensaio realizado, como controle dos experimentos, os fagécitos (2

x10° cels/ml) foram incubados por tempo similar, dependendo do tipo de ensaio, em
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meio 199 na auséncia de hormonios. A concentragéo utilizada de hormonio foi de 100
ng/ml, concentracdo determinada previamente através de curva dose-resposta (Franca,

2009; Fagundes et al, 2012).

4.4.7 Parasito

Os trofozoitos de G. lamblia foram cultivados em Meio Axénico TYI-S-33
modificado, no periodo entre 2 e 5 dias. Antes dos experimentos, a cultura foi
centrifugada a 160 durante 5 min a 4°C. Os trofozoitos foram lavados e ressuspendidos
em 10ml em meio 199. A seguir os trofozoitos foram contados em camara de

Newbauer e a concentraco ajustada para 4x10* trofozoftos/mL.

4.4.8 Viabilidade dos parasitos em meio 199

Anters de cada ensaio capacidade de sobrevivéncia dos parasitos no meio 199
foi verificada pela incubagdo de 1x10° trofozoitos/ml com 10ml do meio 199 e também
com o meio TYI-S-33, a 37°C. Ap6s 2h de incubacéo, a movimentacéo do trofozoito e a
mobilidade do flagelo foram avaliadas em microscopia éptica para determinar a
viabilidade do parasito. Estes experimentos foram realizados em triplicata e somente
deu-se a continuidade aos ensaios diante da contatacdo da viabilidade do trofozoito.

(Hill e Pearson, 1987).

4.4.9 Dosagem de anion superoxido

A modulagdo dos fagdcitos do colostro por horménios foi verificada através da

liberacdo de &nion superoxido, utilizando-se o cromdgeno Ferricitocromo C, segundo o
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método de Pick & Mizel (1981) e adaptado por Honorio-Franca et al, 1997. Em
presenca do anion superoxido o ferricitocromo C sofre oxidacdo passando a
ferrocitocromo C, sendo esta mudanca colorimétrica detectavel em espectrofotdmentro
com filtro de 550nm.

Apds a separacédo as células foram incubadas com G lamblia, volumes iguais de
parasito e células, em tubos plasticos, durante 30 minutos a 37°C sob agitacdo para
ocorrer a fagocitose. A seguir, a suspensdo de células e parasitos foi centrifugada a
160G, o sobrenadante desprezado sendo retirado 0 excesso de protozodario extracelular.
A suspensdo de células e parasito foi ressuspendida em 0,5 mL de PBS glicosado
contendo ferricitocromo C (concentracdo de 2mg/mL). Um controle contendo somente
células foi realizado paralelamente para verificagdo da liberacdo espontanea do anion

superdxido pelas células. As suspensdes foram colocadas em placas de cultura celular

de 96 pocgos, com um volume de 100 pl por poco e mantidas em estufa a 379C durante
uma hora. A leitura foi feita em espectrofotémetro para placa com filtro de 550 nm. A
concentracdo do anion superéxido foi calculada através da seguinte relacao:

Concentracdo O, (nmol) =D0O/6.3 x 100

4.4.10 Avaliacdo da fagocitose e da atividade microbicida

A fagocitose e a atividade microbicida dos fagocitos do colostro foi avaliada
pela técnica alaranjado de acridina descrita por Bellinati-Pires et al. VVolumes iguais de
suspensdo de protozoaros (2 X 10° parasitos/mL) e de suspensdo de células moduladas
ou ndo por melatonina ou cortisol (2 X 10° células/mL - fagdcitos mononucleares e

polimorfonucleares) foram misturados. O volume final da mistura fagocitaria dependeu
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do rendimento celular das amostras de colostro ndo sendo inferior a 0,5 mL. A
suspensdo de G. lamblia células foi submetida a incubacdo prévia por 30 minutos, sob
agitacdo a 37°C. Apds esse periodo a fagocitose foi interrompida pela adicdo de meio de
cultura 199 gelado e a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos, a 160G sob
refrigeracdo a 4°C. O "pellet" foi corado com 200 pl de alaranjado de acridina
(concentracdo 14,4 mg/ml) por 1 minuto, e a seguir foi ressuspendido em meio 199,
centrifugado e lavado mais uma vez.

O indice de fagocitose foi calculado pela contagem do nimero de células que
fagocitaram G.lamblia em um total de cem células. J& o indice microbicida foi obtido a
partir da contagem de células contendo parasitos. Os parasitos fagocitados com a
coloracdo laranja foram contados como mortos, e partasitos que estavam englobados
pelos fagocitos, porém, encontravam-se com a coloracdo verde, foram considerados

vivos (Franca et al, 2011). Ambos os indices foram realizados em duplicata.

4.5 Aspectos Eticos

As consideracOes éticas foram baseadas no uso do material biolégico para fins
cientificos, com sigilo da identidade da nutriz, livre de coacdo ou conflito de interesses
da instituicdo ou de pessoas envolvidas no projeto. O estudo foi conduzido de acordo
com as normas do conselho nacional de saide o qual normatiza pesquisa envolvendo
seres humanos. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da

Universidade Federal de Mato Grosso — Campus do Araguaia, parecer n° 1.018.281
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4.6 Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado Analise de Variania (ANOVA)
seguida de comparagdes mdaltiplas pelo teste de Bonferroni. As estatisticas foram

consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 0.05 (P<0.05).



5. Resultados

A andlise dos dados se dispde sob a forma de figuras e tabelas, apresentados na

sequéncia abaixo:

5.1 Caracteristicas antropomeétricas gestacionais das nutrizes;

5.2 Caracteristicas antropométricas dos recém-nascidos;

5.3 Concentragdo de hormdnios no sobrenadante de colostro;

5.4 Imunofenotipagem de celulas do colostro;

5.5 Liberacdo de anion superoxido pelos fagocitos MN e PMN em presenca, ou ndo, de
G. lamblia tratados, ou ndo, por hormdnios;

5.6 indice de Fagocitose das células MN e PMN em presenca, ou ndo, de G. lamblia
tratados, ou ndo, por hormonios;

5.7 Atividade Microbicida dos fagocitos MN e PMN em presenca, ou ndo, de G.

lamblia tratados, ou ndo, por hormonios.
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5.1 Caracteristicas antropomeétricas gestacionais das nutrizes

Na Tabela | estdo apresentadas as caracteristicas gerais das nutrizes. Observa-se
que a idade média foi de 24.5 anos para as nutrizes jovens. Estas nutrizes tiveram maior
percentual de parto cesadreo e menor incidéncia de hipertensdo arterial e Diabetes
Mellitus. Entre as nutrizes em fase de transicdo, média de 34.6 anos, nenhuma fazia uso
tabaco, entretanto apresentaram maior incidéncia de hipertensdo arterial sistémica e
Diabetes Mellitus, todavia foi neste grupo a maior ocorréncia de parto normal. A maior
incidéncia de fumantes ocorreu entre as nutrizes climatéricas assim como a concep¢éo
por parto cesareo foi a segunda mais predominante neste grupo, 42 anos em média.
Quanto ao ganho de peso durante o processo gestacional, as mulheres do grupo jovem

tiveram menor IMC pré e pds gestacional. Todas apresentaram IMC final acima 24,9.
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Tabela I: Caracterizacao antropométrica gestacional das nutrizes em diferentes

faixas-etérias.

_ 18-35anos  36-39 anos Mais de 40
Nutrizes
(N=40) (N=17) (N=16)
Média da idade (anos) 24.5+5.5 34.6+£3.8 42+1.3
Tabagismo (%) 5(2) -(0) 6.2(1)
Hipertensao Arterial (%) 10(4) 23.5(4) 18.7(3)
Diabetes Mellitus (%) 2.5(1) 34.8(6) 24.8(5)
Parto Cesareo (%) 90(36) 58.8(10) 86.8(14)
Parto Normal (%) 10(4) 41.2(7) 13.2(2)
Peso Materno Inicial (kg) 65.5+14.6  78.3x17.8 76.4£16.3
Peso Materno Final (kg) 78.7£13 86.4+12.7 87.9£20.1
IMC Inicial 25.6+7.3 30.7+5.8 35.8+11.3
IMC Final 30+6.6 35.2+5.8 39.6+12

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padrao ou frequéncia absoluta e

relativa de ocorréncia.
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5.2 Caracteristicas antropomeétricas dos recém-nascidos

Na Tabela |l estdo apresentados os resultados das caracteristicas
antropométricas dos recem-nascidos. Os RN de maes climatéricas tiveram maior peso
ao nascimento e menor idade gestacional. Os RN de puéperas em idade de transicdo
tiveram maior estatura ao nascimento. A idade gestacional, na ocasido do parto, foi

maior no grupo das nutrizes jovens.

Tabela Il Caracterizacdo antropométrica dos recém-nascidos de nutrizes em
diferentes faixas-etarias.

18-35anos  36-39 anos Mais de 40
RN de Nutrizes

(N=40) (N=17) (N=16)
Peso ao nascer () 3283+487.1 3386+395.2  3453+486.6
Estatura (cm) 47.9+1.8 49+1.6 48.5+1.9
indice Ponderal 2.9+0.4 2.9+0.2 310.2
Idade Gestacional (semanas) 38.6x1.3 38.1+1.3 37.7£2.2

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padréo.
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Na Tabela Il estd descrita a classificagdo do RN de acordo com seu peso ao
nascer (g) e idade gestacional (IG). Identificou-se que a maioria dos RN,
independentemente da idade materna, foi classificado como adequados para a idade
gestacional (AIG). Houve apenas a ocorréncia de pequeno para a idade gestacional
(P1G), no grupo das nutrizes jovens, a classificacdes de grande para a idade gestacional

(GIG), teve maior frequéncia relativa no grupo das nutrizes climatéricas.

Tabela I11: Classificagdo do RN quanto a adequacdo de seu tamanho a idade
gestacional de nutrizes em diferentes faixas-etarias.

18-35anos  36-39 anos Mais de 40

Classificacdo do RN

(N=40) (N=17) (N=16)
Peso ao nascer (g) X pela Idade Gestacional (semanas)
N(%0) N(%0) N(%0)
Pequeno para a Idade Gestacional 5.0(2) 0.0(0) 0.0 (0)
Adequado para a Idade Gestacional 85(34) 94.1(16) 81.2 (13)
Grande para a ldade Gestacional 10(4) 5.8(1) 18.8 (3)

Os resultados estdo apresentados conforme a frequéncia relativa e absoluta.

Na Tabela 1V, estd descrita a avaliagdo do recém-nascido quanto ao grau de
tolerancia ao processo de parturicdo e o grau de adaptacdo a vida extrauterina. No grupo
das nutrizes climatéricas houve maior frequéncia de RN com dificuldade leve e em grau
moderado a tolerancia e a adaptacdo da vida extrauterina. Ndo houve ocorréncia de grau

de dificuldade de ordem grave.
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Tabela 1V: Classificacdo do RN quanto ao Apgar no primeiro e quinto minuto de
vida por faixa etaria materna.

18-35anos  36-39 anos Mais de 40

APGAR
(N=34) (N=14) (N=12)
Otimas condicBes 90(32) 70.6(12) 50(8)
Dificuldade leve 5(2) 11.7(2) 25(4)
Dificuldade em grau moderado 5(2) 17.6(3) 25(4)
Dificuldade de ordem grave 0 0 0

Os resultados estéo apresentados conforme a frequéncia relativa e absoluta.

5.3 Concentragdo de hormdnios no sobrenadante de colostro

Na Figura 3 estdo apresentadas as concentrac6es de cortisol no sobrenadante de
colostro de maes em diferentes faixas etarias. Observa-se que houve aumento da
concentracdo de cortisol presente no sobrenadante de colostro de médes climatéricas
comparados a concentracdo do hormdnio no sobrenadante de colostro de mées jovens.
N&o houve diferenca significativa entre as concentrac@es de cortisol no sobrenadante de

colostro de nutrizes jovens e em fase transicao.
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Figura 3: Concentragdo de cortisol (pg/mL) em colostro de nutrizes em diferentes
faixas etarias. Média e erro padrdo de cinco nutrizes diferentes nos grupos de faixa-
etaria de 18-35 e 36-39 e nove nutrizes no grupo com idade maior que 40. P<0.05.

Na Figura 3 estdo apresentadas as concentracGes de melatonina no sobrenadante
de colostro de maes em diferentes faixas etarias. Observa-se que houve aumento de
melatonina no sobrenadante de colostro de mdes climatéricas quando comparado as

concentragcdes do hormdnio presentes em colostro maes jovens ou em fase de transicao.
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Figura 4: Concentracdo de melatonina (pg/mL) em colostro de nutrizes em diferentes
faixas etarias. Média e erro padrdo de cinco nutrizes diferentes em cada grupo. P<0.05

5.4 Imunofenotipagem de células do colostro

As médias e os percentuais das subpopulacdes de células CD3", CD4", CD14" e
CD15" estéo apresentados na Tabela V. Observa-se que colostro, independente da faixa-
etaria materna, apresenta maior percentual de células CD3+ e CD15+. A andlise entre 0s
grupos revelou que no colostro de maes climatéricas houve reducdo de células
expressando CD14+ e CD15+ quando da comparacdo com o0s demais grupos

experimentais (Tabela V).
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Tabela V: Imunofenotipagem de células do colostro de nutrizes em diferentes
faixas etérias.

Percentual celular (%)

Marcadores
Faixas etdrias 18 a35anos 36e39anos Mais de 40 anos

CD 3+ Colostro 17.4+4.7 20.29+6.26 19.3+5.4

CD 4+ Colostro 8.85+3.75"  10.37+4.39"  9.83+3.77"
CD 14+ Colostro 9.83+4.02%  10.72+4.37"  7.47x1.72%
CD 15+ Colostro 16.20+3.60  19.75+6.51  12.9445.07*"

Os resultados representam a média e o desvio padrdo de experimentos com células
de nutrizes em diferentes faixas etarias, onze (18-35), dez (36-39) e nove (mais
de 40 anos). *p<0.05 diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais,
considerando 0 mesmo marcador; “p<0.05 diferencas estatisticas entre os

marcadores, considerando 0 mesmo grupo experimental.

5.5 Liberacéo de anion superoxido pelos fagocitos MN e PMN em presenca, ou ndo, de

G. lamblia tratados, ou ndo, por hormdnios.

A liberacdo do anion superoxido pelos fagdcitos mononucleares (MN) do
colostro tratados pela melatonina e cortisol esta apresentada na Tabela VI. Quando as
células MN foram tratadas pelos horménios observa-se que a melatonina foi capaz de
estimular a liberacdo de superdxido nos grupos nutrizes em fase de transicao e no grupo

das climatéricas.
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A liberacdo do anion superoxido pelos fagocitos PMN do colostro tratados pela

melatonina e cortisol esta apresentada na

Tabela VII. O horménio melatonina aumentou a liberacdo de superdxido pelos

fagdcitos PMN dos grupos de nutrizes em fase de transicdo e climatéricas.

Tabela VI: Liberacdo de anion superoxido pelos fagécitos MN do colostro de maes
de diferentes faixas-etarias, tratados ou ndo, por hormdnios (Melatonina e

Cortisol).

Nutrizes

Fagocitos MN incubados com

18-35 36-39

anos anos

Maior de 40

Superdxido (nmols)

Espontéaneo

Melatonina

Cortisol

1.62+0.6 1.35+0.4 1.52+0.5
2.05+0.4  2.40+0.2* 2.37+0.4*
1.61+0.4 1.70+0.3 2.00+0.1

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padrdo. * p<0.05 diferencas

estatisticas entre os fagdcitos (MN) controle (ndo tratados) e os tratados pelos

hormdnios.
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Tabela VII: Liberacdo de anion superéxido pelos fagécitos PMN do colostro de
maes de diferentes faixas-etérias, tratados ou néo, por horménios (Melatonina e

Cortisol).

Puérperas

Fagocitos PMN incubados com

18-35 36-39

anos anos

Maior de 40

Superéxido (nmols)

Espontaneo

Melatonina

Cortisol

1.72+0.4 1.50+0.5 1.60+0.5
2.16+0.7  2.52+0.7* 2.45+0.6*

1.60+0.3 1.62+0.5 1.85+0.2

Os resultados estdo apresentados em media e desvio padrdo. * p<0.05 diferencas

estatisticas entre os fagocitos controle (ndo tratados) e os tratados pelos hormonios

Tabela VIII: Liberacdo de anion superoxido pelos fagocitos MN do colostro de
maes de diferentes faixas-etarias em presenca ou ndo de G. lamblia, tratados ou
nao, por horménios (Melatonina e Cortisol).

Puérperas

Fagocitos MN

incubados com

18-35 36-39 Mais de 40

anos anos

Superdxido (nmols)

Espontaneo

G. lamblia

Melatonina

Cortisol

1.62+0.6 1.35+0.4 1.52+0.5
1.64+0.19 1.95+0.49 2.01+1.20
1.67+0.34 1.90+0.60 2.03+0.41

4.17+0.72° 3.13+0.65 = 3.31+0.157
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Liberacdo do &nion superoxido pelos fagécitos mononucleares (MN) do colostro de
nutrizes em diferentes faixas etarias, tratados ou ndo pelos horménios melatonina e
cortisol na presenca de G. Lamblia.* P<0,05diferencas estatisticas entre os tratamentos,
considerando o0 mesmo grupo; © P<0,05 diferencas estatisticas entre 0s grupos,

considerando 0 mesmo tipo de tratamento.

N&o houve diferencas na liberacdo de superdxido pelos fagécitos MN do
colostro quando na presenca de G. lamblia comparado a liberacdo espontanea. Quando
as celulas MN foram tratadas pelos horménios observa-se que o cortisol foi capaz de
estimular a liberacdo de superdxido em todos os grupos estudados. As maiores
concentracdes de anion superéxido foram observadas no grupo de mulheres jovens. Os
fagocitos tratados pela melatonina na presenca de G. lamblia apresentaram liberacao de

superdxido similares aos fagdcitos incubados somente com o parasito.

Os resultados da liberagdo de superdxido pelos fagocitos PMN do colostro de
nutrizes em diferentes faixas-etarias estdo na tabela IX. Quando os fagocitos foram
incubados com a G. Lamblia observa-se que houve aumento na concentra¢dao do anion
pelas células PMN do colostro de mées climatéricas quando da comparacao da liberacéo
espontanea. Nao houve diferencas entre os grupos estudados na liberacdo de superoxido
quando as células foram tratadas pela melatonina. Quando as células PMN foram
tratadas pelo cortisol se observa aumento na liberacdo de superéxido em todos os
grupos estudados. Na comparacéo entre 0s grupos estudados os resultados mostram que
houve menor liberacdo de superdxido pelos fagécitos do colostro de mées em fase de

transicdo e climatéricas.
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Tabela IX: Liberacdo de anion superoxido pelos fagocitos PMN do colostro de
maes de diferentes faixas-etarias em presenca ou nao de G. lamblia, tratados ou
nao, por hormoénios (Melatonina e Cortisol).

Puérperas
18-35 36-39 Mais de 40

anos anos

Fagécitos PMN

Superdxido (nmols
incubados com P ( )

Espontaneo 1.72+0.4  1.50£0.5 1.60+0.5

G. lamblia 2.37+0.38 1.8120.19  2.73+0.69™

Melatonina 1.96+0.22 1.48+0.83 2.05+0.52
Cortisol 4.05+0.69" 3.07+0.38°  3.17+0.45*

Liberacdo do anion superdxido pelos fagocitos polimorfonucleareas (PMN) do colostro
de nutrizes em diferentes faixas-etarias tratados ou ndo pelos horménios melatonina e
cortisol na presenca de G. lamblia.* P<0,05diferencas estatisticas entre os tratamentos e
a liberacdo espontanea, considerando o mesmo grupo; * P<0,05 diferencas estatisticas

entre 0s grupos, considerando 0 mesmo tipo de tratamento.

5.6 indice de Fagocitose das células MN e PMN em presenca, ou ndo, de G. lamblia

tratados, ou ndo, por hormdnios.

Na Figura 5 estdo apresentados os resultados do indice de fagocitose das células
MN do colostro de nutrizes em diferentes faixas-etarias, tratadas ou ndo com

hormonios.
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Os indices de fagocitose de células MN do colostro tratados pelo horménio
melatonina dos grupos de mdes climatéricas foram maiores quando comparado aos
indices observados quando as células MN ndo tratadas. Quando se avaliou o indice de
fagocitose entre os grupos se observou aumento de fagocitose pelas células MN do
colostro do grupo das nutrizes em fase de transicdo (P<0,05), quando comparado as
células MN dos grupos de nutrizes climatéricas e jovens. O indice de fagocitose das
células MN do colostro de mulheres do grupo nutrizes climatéricas quando incubados
com G. lamblia e tratados por melatonina foi maior em comparacao as nutrizes jovens e
similares aos indices observados em células do grupo de nutrizes em fase de transi¢ao

(Figura 5).

Na Figura 6 estdo apresentados os resultados do indice de fagocitose das células
PMN do colostro de nutrizes em diferentes faixas-etarias, tratadas ou ndo com

hormonios.

Nos grupos estudados, quando se avaliou o indice de fagocitose entre 0s grupos
com 0 mesmo tratamento, se observou que houve aumento de fagocitose pelas células
PMN do colostro do grupo das nutrizes em fase de transicdo (P<0,05), quando
comparado as células MN dos grupos de nutrizes climatéricas e jovens. O indice de
fagocitose das células PMN do colostro de mulheres do grupo nutrizes climatéricas
quando tratados pelo cortisol e incubados com G. lamblia foi maior em comparacédo as

nutrizes jovens e, as em fase de transicéo (Figura 6).
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Figura 5: indice de Fagocitose de células mononucleares (MN) do colostro de nutrizes
em diferentes faixas etarias tratadas ou ndo pelos hormonios melatonina (MLT) e
cortisol (Cort.) na presenga de G. lamblia. *P<0.05 diferengas estatistica entre os
tratamentos, ¢ considerando 0 mesmo grupo; # P< 0.05 diferencgas estatisticas entre os
grupo, considerando 0 mesmo tipo de tratamento.
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Figura 6: Fagocitose por celulas polimorfonucleares (PMN) do colostro de nutrizes em
diferentes faixas etarias tratadas ou ndo pelos horménios melatonina (MLT) e cortisol

(Cort) na presenca de G. lamblia. * P<0,05 diferencas estatisticas entre os grupos,
considerando o0 mesmo tipo de tratamento.
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5.7 Atividade Microbicida dos fagécitos MN e PMN em presenca, ou nao, de G.

lamblia tratados, ou ndo, por hormonios.

Figura 7 apresenta a atividade microbicida dos fagdcitos MN em presenca de G.
lamblia, tratados ou ndo, pelos hormdnios. A atividade microbicida dos fagdcitos do
colostro de mées jovens aumentou quando as células foram tratadas pelos hormdnios.
No grupo em transi¢ao observa-se que quando os fagdcitos foram tratados pelo cortisol
houve reducdo na atividade microbicida. O tratamento dos fagocitos com a melatonina

reduziu os indices microbicidas dos fagécitos de mées climatéricas.

Quando se avaliou entre 0s grupos observa-se que houve aumento no indice
microbicida de fagocitos néo tratados pelos horménios de nutrizes em fase de transicéo
e climatérica. O tratamento dos fagocitos pelo horménio cortisol reduziu o indice
microbicida dos fagocitos de mées do grupo de transi¢do, enquanto que no grupo de
mées climatéricas observa-se reducdo nos indices microbicidas por parte dos fagocitos
do colostro tratados pela melatonina. Os fagocitos do colostro de maes climatéricas
apresentaram aumento na atividade microbicida para G. lamblia quando tratados pelo

cortisol quando comparados ao grupo de transicdo (Figura 7).

Figura 8 apresenta a atividade microbicida dos fagécitos PMN em presenca de G.
lamblia tratados, ou ndo, por horménios. No grupo das nutrizes jovens observa-se que o
tratamento dos fagdcitos PMN pelos horménios aumentou a atividade microbicida
quando comparado aos fagdcitos ndo tratados. Na comparacdo entre 0S grupos,
observa-se que o0s indices microbicidas dos fagocitos PMN ndo tratados pelos

horménios foram maiores nos grupos das nutrizes em transicao e climatéricas.
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Figura 7: Atividade microbicida pelos fagécitos mononucleares (MN) do colostro de
nutrizes em diferentes faixas etarias tratados ou ndo pelos horménios melatonina e
cortisol na presenca de G. lamblia.* P<0,05 diferencas estatisticas entre os tratamentos,
considerando o mesmo grupo; * P<0,05 diferencas estatisticas entre o0s grupos,
cosiderando o mesmo tipo de tratamento.
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Figura 8: Atividade microbicida pelos fagocitos polimofonucleares (PMN) do colostro
de nutrizes em diferentes faixas etarias tratados ou ndo pelos hormdnios melatonina e
cortisol na presenca de G. lamblia.* P<0,05diferencas estatisticas entre os tratamentos,
considerando o mesmo o0 mesmo grupo; * P<0,05 diferencas estatisticas entre os grupos,
considerando 0 mesmo tipo de tratamento.



6. Discussao

Os efeitos gestacionais adversos na gestacdo em idade avancada incluem recém-
nascidos (RN) com baixa vitalidade, menor peso ao nascerem, prematuros € pequenos
para idade gestacional e maiores indices de infec¢des (Azevedo, et al., 2002; Andrade et

al., 2004; Cleary-Goldman, 2005; Delpisheh et al, 2008; Benzies, 2008).

A literatura relata que recém-nascidos de climatéricas sdo mais propensos a
necessitar de cuidados intensivos (Cohen, 2014; Vaughanet al., Cleary & Murphy;
2014; Klemetti et al. 2014), portanto neste periodo o aleitamento materno é considerado

fundamental.

Neste estudo, notou-se que nos RN de maées climatéricas tiveram maior
frequéncia de dificuldade leve e em grau moderado a tolerancia e a adaptacdo da vida
extrauterina. Também, apresentaram maior peso ao nascimento e menor indice
ponderal, apesar de terem menor idade gestacional na ocasido do parto, uma vez que, de
acordo com a OMS (1980), prematuros nascem com menos de 37 semanas de idade
gestacional. Todavia, as classificacfes de grande para a idade gestacional (GIG), teve
maior prevaléncia no grupo das nutrizes climatéricas, enquanto que ndo houve
ocorréncia de recém-nascido pequeno para a idade gestacional (PIG). Esses achados
divergem da literatura quanto a taxa de prematuridade, o baixo peso ao nascer, a
restricdo de crescimento fetal e as comorbidades associadas a idade serem mais altas
entre as gestantes com mais de 40 anos (Andrade et al., 2004; Cleary-Goldman, 2005;
Benzies, 2008; Cohen 2014). Os achados perinatais deste trabalho, provavelmente, se

devem  ao bom  acompanhamento materno  durante o  pré-natal.
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O Diabetes Mellitus e a Hipertensao Arterial Sistémica foram mais frequentes no
grupo das nutrizes em idade de transicdo do que no grupo das nutrizes climatéricas e
menor em nutrizes jovens. Contestando os achados de Cohen (2014), de que, embora
saudaveis, as gestantes climatéricas tém gestacbes com maior risco, em comparacao

com mulheres mais jovens, devido as comorbidades associadas a idade.

No que se refere ao ganho de peso durante o processo gestacional, as mulheres
do grupo jovem tiveram menor IMC pré e pds-gestacional. Todas nutrizes estudadas,
independentemente da faixa etaria, apresentaram IMC final acima do preconizado pela
OMS (1998), que é de 18,5 a 24,9. Cerca de 2/3 das mulheres ganham mais peso que o

recomendado (Melo 2011).

A despeito dos resultados perinatais observados, a idade materna avancada nédo
resultou em quadros obstétricos complicados, tendo em vista 0s maiores percentuais de
partos cesareos, observados entre as nutrizes jovens, de incidéncia de hipertensdo

arterial sistémica e diabetes mellitus, entre as nutrizes em fase de transicao.

Sabe-se que o climatério é um periodo de vida das mulheres, caracterizado por
diminuicdo de horménios, principalmente os sexuais (Medeiros et al., 2007; Pereira &
Siqueira, 2011; Salazar-Molina et al, 2015). Por outro lado, o sangue e a glandula
mamaria sdo responsaveis pela secrecdo de hormdnios importantes para o
desenvolvimento e maturacdo do trato gastrointestinal e do sistema imunoldgico de
recém-nascidos (Trahair et al.,1987, Foligne et al, 2001; Sauter et al, 2004; Jouana et
al., 2006; Ziegler, 2011.). Esses horménios regulam, temporariamente, a atividade de
algumas glandulas enddcrinas até que o sistema hormonal do recém-nascido complete o

seu desenvolvimento (Bernt & Walker, 1999).
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Neste trabalho se verificou que ocorrem alteragdes na concentragédo de
melatonina e cortisol no colostro de maes climatéricas e que estes hormdnios sao
capazes de modular a atividade funcional de fagdcitos da prépria secrecdo durante

interagGes com G. lamblia.

A literatura reporta a importancia de horménios como potentes
imunomoduladores, que participam de varios aspectos relacionados ao sistema
imunoldgico (Kuhlwein et al., 2001; Corréa et al, 2006). Neste trabalho, a concentracéo
tanto de melatonina como de cortisol foi mais elevada em colostro de mulheres

climatéricas.

O colostro é conhecido por ser uma secrecdo com componentes imunologicas
ativos, que atuam no intestino do RN (Bernet e Walker, 2009). A presenca de niveis de
cortisol e melatonina similares aos observados no soro humano ( Watts, 1988, Fagundes
et al., 2012; Honorio-Franca et al, 2013; Hara et al., 2013, Morceli et al, 2013), parecem
ser necessarios para a saude e crescimento de recém-nascidos, bem como, importantes

moduladores de repostas imunolégicas.

O cortisol, durante o periodo gestacional, tem sido relatado atuar na implantagéo
bem sucedida do embrido, bem como para o subsequente crescimento e
desenvolvimento do feto e da placenta (Michael & Papageorghiou, 2008). No periodo
puerperal, o cortisol, tem importante papel no desenvolvimento e maturacdo pos-
neonatal do trato gastrointestinal e do sistema imunologico do recém-nascido (Foligne
et al. 2001; Jouana et al., 2006). E um hormdnio importante no processo inflamatério
(Fagundes et al. 2012). Também desempenha papel significativo na resposta imunitaria

(Mommsen et al, 1999; Fagundes et al. 2012).
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A melatonina tém sido bastante estudada quanto as suas fungdes no organismo
(Nelson & Demas, 1997; Maestroni, 2002; Pandi-Perumal et al., 2008; Hara et al, 2013,
Honorio-Franca et al, 2013). As acdes benéficas da melatonina estdo associadas a
capacidade de retirar radicais livres e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes
(Klepac et al., 2005; Sudnikovich et al., 2007; Pandi-perumal et al., 2008). Além disso,
a melatonina apresenta efeitos imunomoduladores (Besedovsky & Del Rey, 1996,
Honorio-Franca et AL, 2013, Hara et a, 2013) e estimula as células do sistema
imunologico (Cutolo et al., 1999; Skwarlo-Sonta, 2002). No colostro este hormonio
apresenta variacao circadiana, sendo que as maiores concentracdes sao observadas no
periodo noturno, e sugere-se um perfil fisiologico e auxiliar na defesa do neonato para

infeccdes (Franca et al., 2009; Franca et al., 2011a).

Por outro lado, o leite materno, de acordo com as necessidades da crianca,
possui a capacidade de modificar na sua composi¢cdo, tanto do ponto de vista de
nutrientes, quanto de fatores bioativos (Balaban, Silva 2004; Franca, et al. 2010;
Honorio-Franga, Franca 2011 Ballard & Morrow 2013). Neste estudo, a presenca de
maior concentracdo de horménios no colostro de maes climatéricas e de recém-
nascidos, com maior percentual de alteracbes perinatais, sugere esta adequacdo no
colostro destas nutrizes, uma vez que gestacdes em idade avancada, associam-se a
prejuizos relativos aos efeitos perinatais adversos. Entre eles prematuridade, alterac6es
no peso ao nascer e maiores indices de infeccBes (Gravena et al. 2012; Darney et al.

2013).

Diversos estudos revelam que células imunocompetentes quando ativadas,

podem sintetizar melatonina localmente, atuando de forma paracrina e autdcrina
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(Garcia-Maurifio et al., 1997; Skwarlo-Sonta et al., 2003; Pontes et al., 2006; Markus et
al., 2007; Markus, 2010; Beirigo, 2011). Além disso, a melatonina pode estimular
producdo de citocinas em células mononucleares do sangue de humanos (Garcia-
Maurifio et al., 1997), aumentar a proliferacdo de linfécitos T, a apresentacdo de
antigenos e a atividade fagocitaria (Pontes et al., 2006, Tamura et al., 2009). Neste
estudo, além de alteracBes nas concentracdes de melatonina no colostro de maes

climatéricas, houve alterac6es no percentual de células imunocompetentes.

O papel da melatonina sobre a expressdo de tipos celulares ainda ndo esta
totalmente elucidado. Este hormdnio parece exercer efeito antiinflamatério, interferindo
na migragdo celular inibindo o rolamento e adesdo de células imunocompetentes
(Lotufo et al., 2001; Beirigo, 2011). Assim, seu efeito sobre o sistema imune é
dependente do local de producéo e quantidade produzida, e ndo pode ser caracterizado

apenas como pro ou anti-inflamatério.

Por outro lado, a imunidade passiva & determinada pelo nivel de imunidade
sistémica da mée e pela quantidade de colostro ingerida pelo neonato (Stokes & Bourne,
1989 apud Poffenbarger et al., 1991; Salmon, 1999; Rogers, 2001). Sabe-se que, em
doencas crdnicas, os percentuais de células imunocompetentes maternas apresentam-se
reduzidos e repercutem na imunidade do recém-nascido (Fagundes, 2015). Neste estudo
identificamos que, na gestacdo em idade avancada, as nutrizes climatéricas, apresentam

colostro com diminuigéo de fagocitos expressando CD14" e CD15".

A imunidade celular é importante para a defesa do organismo durante infeccéo por
G.lamblia, principalmente macrdéfagos e neutrofilos (Franca-Botelho et al, 2006). Na

literatura h& a descricdo da importancia imunomoduladora dos horménios, do
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mecanismo de interacdo entre células e hormdnios na resposta imune ( Dardenne et al.,
1994; Kuhlwein et al., 2001; Long et al., 2005; Corréa et al, 2006; Lim et al., 2007,
Franca et al. 2011; Fagundes et al. 2012; Hara et al, 2013, Honorio-Francga et al, 2013).
O cortisol e melatonina séo capazes de modular a atividade funcional de fagocitos do

colostro (Fagundes et al, 2012; Hara et al, 2013).

Os fagdcitos do colostro apresentam duas populacfes celulares que diferem
quanto a atividade funcional. Os fagocitos MN apresentam atividade microbicida para
certas bactérias quando estimulados, enquanto que os fagocitos PMN apresentam menor
capacidade microbicida (Honorio-Franca et al, 1997; Honorio-Franca et al, 2001). Neste
trabalho, observou-se que a melatonina aumentou a liberagdo de superoxido tanto de
fagocitos MN como PMN do colostro de mées em fase de transicdo e climatéricas.
Quando na presenca do parasito, houve reducdo da liberacdo deste anion por parte
destes fagocitos tratados por melatonina, sugerindo que o parasito modificou a acao

deste hormdnio sobre os fagdcitos do colostro.

Por outro lado, os fagocitos, previamente tratado pelo cortisol, quando na
presenca do parasito, independente da faixa-etaria, aumentaram a liberacdo de
superéxido. De acordo com a literatura, a geracdo de radicais livres tem sido
considerada um importante mecanismo de protecdo durante processos infecciosos,
principalmente em infec¢bes intestinais (Rodriguez et al., 2004; Franca et al., 2011a;

Franca et al., 2011b).

Ha relatos que o horménio cortisol tem sido utilizado terapeuticamente, no
tratamento de doencas imunoldgicas, inflamatorias e doencas agudas (Rady, 2006), e

que a liberacdo enddgena deste horménio é capaz modular, diretamente, as funcdes
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imunoldgicas, desempenhando um papel central, tanto na resposta imunoldgica inata,
quanto na resposta adquirida (Woods et al., 2000; Kohut et al., 2005). Ensaios in vitro
revelaram que em baixas concentracBes, 0s glicocorticdides tém um efeito
imunoestimulador sobre a atividade de macréfagos, enquanto que em altas
concentracdes tem efeito imunossupressor (Lim et al., 2007; Smyth et al., 2004; Long et

al., 2005, Fagundes et al, 2012).

Fagocitos mononucleares desempenham um papel importante na defesa do
hospedeiro. Eles produzem NADPH oxidase, durante o processo de fagocitose, que
induz a formacdo do superoxido e de outros metabolitos ativos do oxigénio, que sdo
importantes na eliminacdo de micro-organismos e cruciais para 0 sucesso das respostas

imunes e reacdes inflamatorias (Babior, 1984).

Componentes soluveis presentes no colostro, como os horménios, interagem
com as células. Aumento da liberacdo de superoxido tem sido associado ao aumento da

atividade fagocitica e microbicida (Honorio-Franca et al., 2001; Franca et al., 2011b).

Neste trabalho, o hormdnio aumentou a fagocitose de G. lamblia pelos fagdcitos
MN de maées climatéricas. No entanto, os maiores indices de fagocitose foram

observados em fagdcitos MN e PMN de médes em idade de transicéo.

Fagocitose e atividade microbicida, com participacdo de metabdlitos ativos de
oxigénio, incluindo radicais livres, tanto pelos fagocitos do colostro humano, como do
sangue tém sido considerados como um importante mecanismo de defesa para infeccbes

por protozoarios (Franca-Botelho et al., 2010).
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Apesar da melatonia aumentar a fagocitose do parasito por fagdcitos de maes
climatéricas, baixos niveis microbicidas foram observados. Cabe ressaltar que este
hormdnio foi capaz de estimular a atividade microbicida de fagdcitos para G. lamblia do

grupo de mées jovens.

A literatura reporta que fagocitos MN do colostro, de maes saudaveis e de idade
reprodutiva abaixo de 35 anos, estimulados por melatonia apresentam atividade
microbicida para uma variedade de microrganismos, enquanto que, fagécitos de maes
com doencas crénicas, estimulados por este hormoénio, apresentam baixos indices
microbicidas (Morceli et al, 2013). A insuficiente estimulagédo da atividade funcional de
fagocitos de mées climatéricas pela melatonina pode ser devido a falta de efeitos pro-
oxidativos, sugerindo que o colostro produzido por nutrizes com gestacdes de idade
avancada, alem de apresentar alteragdes hormonais possui células com capacidade de
resposta diferenciada a agentes imunomoduladores durante interacdes parasito-

hospedeiro.

Esta menor atividade microbicida destas células, quando estimuladas por
melatonina, provavelmente, possa estar minimizando os possiveis efeitos deletérios que
podem ser gerados durante o processo de ativacdo celular, uma vez que é caracteristica
dos componentes imunologicos do colostro agir sem, no entanto, causar processos

inflamatorios.

Por outro lado, a atividade microbicida para G. lamblia dos fagocitos PMN de
mées jovens foram estimulados por ambos os horménios. Altos indices microbicidas

para o parasito foram observados em fagécitos PMN de maes do grupo de transicdo e
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climatéricas, sugerindo que estas células estdo ativadas, independente de estimulagdo

hormonal exdgena.

E importante salientar que as diferencas encontradas durante a interago
parasito-célula, em méaes climatéricas pode ser devido a fase de altera¢cdes hormonais da
secrecdo. Chama a atencdo as alteracGes encontradas em maes em fase de transicéo,
uma vez que, no colostro, ainda ndo sdo observadas alteracbes hormonais, mas
modificacOes nas respostas celulares, frente a G. lamblia. Essas modificacdes devem ser
consideradas, pois a transferéncia passiva de componentes imunologicos, através do
colostro é de fundamental importancia para o recém-nascido, em especial os que

apresentam infeccOes pelo parasito.

Sabe-se que, devido a imaturidade da funcdo digestiva do neonato, as células
recebidas atraves do colostro ndo sdo destruidas pelas enzimas digestivas, bem como
outros fatores presentes e, provavelmente, permanecem integros nas porcoes superiores
do intestino, podendo, desta maneira, interagir entre si, e atuar na protecdo da mucosa.
Alguns estudos tém sugerido que as células do colostro permanecem vidveis na mucosa
intestinal por um periodo de 4 horas (Hugaes et al., 1988; Caspari, 1993) e podendo,
assim exercer as atividades microbicidas e de producdo de anticorpos no recém-nascido

(Xanthou, 1994).

A atividade funcional dos fagdcitos do colostro pelos hormdnios cortisol e
melatonina, em nutrizes com gestacdo de idade avancada, pode representar um
mecanismo adicional de suma importancia para a protecdo e tratamento de infeccdes por

parasitos para a crianca. Essas interacdes, além de proteger a crianca de infeccdes,
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podem, ainda, exercer influéncia no processo de colonizagdo e desenvolvimento do trato

gastrointestinal do recém-nascido.



Conclusotes

Os recém-nascidos de mdes climatéricas apresentaram maior prevaléncia de
dificuldade leve e, em grau moderado, a tolerdncia e a adaptacdo da vida

extrauterina;

O colostro de mées climatéricas apresenta maior concentracdo de melatonina e

cortisol;

Houve aumento percentual de células no colostro, expressando CD3+ e CD15+,

independente da faixa-etaria materna;

No colostro de maes climatéricas, observou-se reducdo do percentual de células,

expressando marcadores CD14" e CD15";

A melatonina aumentou a liberagdo de superoxido, tanto de fagdécitos MN, como

PMN do colostro de maes, em fase de transicéo e climatéricas;

Na presenca de G. lamblia, houve menor liberacdo do anion pelos fagécitos MN e
PMN tratados por melatonina, sugerindo que o parasito modifica a acdo desse

horménio sobre os fagocitos do colostro;

Houve aumento da liberacdo de superdxido nos fagdcitos tratados com cortisol na

presenca de G.lamblia;

Os horménios cortisol e melatonina exerceram efeitos imunomoduladores sobre a
fagocitose de G. lamblia pelos fagécitos MN de maes climatéricas, uma vez que
foram observados aumento dos indices fagociticos, por parte destas células. No
entanto, os maiores indices de fagocitose foram observados em fagocitos MN e

PMN de mées em idade de transi¢éo;



Embora a melatonina tenha aumentado a fagocitose do parasito pelas células do
colostro de mdes climatéricas, baixos niveis microbicidas foram observados,
sugerindo que a insuficiente estimulacdo da atividade microbicida de fagdcitos de
maes climatéricas pela melatonina possa ser devido a falta de efeitos pré-oxidativos,
e que o colostro produzido pelas nutrizes com gestacGes de idade avancada, além de
apresentar alteragdes hormonais, possui células com capacidade de resposta
diferenciada a agentes imunomoduladores, durante interagdes parasito-hospedeiro;

Altos indices microbicidas para o parasito foram observados em fagécitos PMN de
maes do grupo de transicdo e climatéricas, sugerindo que essas células estdo

ativadas, independente de estimulacdo hormonal exdgena;

Esses dados sugerem que as diferencas encontradas durante a interacdo parasito-
célula, em maes climatéricas, pode ser devido a fase de alteracbes hormonais, tanto

maternas, como da prépria secrecao;

A atividade funcional dos fagdcitos do colostro, modulados pelos horménios
cortisol e melatonina, para G. lamblia de nutrizes com gestacéo de idade avancada,
pode representar um mecanismo adicional de suma importancia para a protecdo e
tratamento de infeccBes por parasitos para a crianca e, provavelmente, esses
mecanismos protetores dessas células, bem como os efeitos imunomoduladores dos
horménios, presentes na secrecao, se estendam para outros parasitos importantes na

infancia.
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