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RESUMO 

O protozoário parasito Giardia lamblia infecta humanos e outros mamíferos, por meio 
da ingestão de água e/ou alimentos contaminados com cistos. A giardíase acomete 
pessoas em todo o mundo, sobretudo crianças, constituindo uma das principais 
causas de diarreia no mundo. Por meio do colostro e leite materno, os recém- 
nascidos recebem diversos componentes bioativos capazes de impulsionar seu 
sistema imunológico e prevenir doenças diarreicas. Dentre esses componentes 
estão elementos imunoreguladores, como células T regulatórias (Tregs), citocinas IL- 
10 e TGF-β, e hormônios, entre eles cortisol e melatonina, com capacidade 
imunomoduladora, , que participam de vários aspectos relacionados ao sistema 
imunológico e constituem um importante mecanismo de defesa para proteção e 
tratamento de doenças parasitárias. Há uma escassez na literatura de estudos sobre 
os mecanismos regulatórios envolvidos durante a giardíase, sobretudo associada à 
amamentação, assim como o efeito dos hormônios cortisol e melatonina sobre 
células Tregs durante interações com Giardia lamblia. Assim, o objetivo desse 
estudo foi avaliar os mecanismos imunoregulatórios envolvidos na infecção por 
Giardia lamblia, bem como a concentração dos hormônios melatonina e cortisol em 
colostro de mães soropositivas para giardíase. Amostras de colostro foram coletadas 
de nutrizes com idade entre 18 e 35 anos. As gestantes foram divididas em dois 
grupos de acordo com a soropositividade para IgM e IgG anti-Giardia lamblia, 
determinada por teste de ELISA, ficando como o grupo controle (IgG e IgM não 
reagentes N=6) e (IgG reagente N=6 e IgM reagente N=5). Por meio do teste de 
ELISA foram avaliadas as concentrações dos hormônios melatonina e cortisol 
presentes no sobrenadante de colostro. As concentrações das citocinas IL-10 e 
TGF-β no sobrenadante foram determinadas por meio de citometria de fluxo, assim 
como a imunofenotipagem de células T regulatórias (CD4+CD25+FOXP3+) presentes 
no colostro. No grupo soropositivo para IgM anti-G. lamblia a concentração do 
hormônio melatonina foi menor quando comparado ao grupo soronegativo, 
enquanto que no colostro de mães soropositivas para IgG anti-G. lamblia a 
concentração de melatonina foi maior. O percentual de células T regulatórias foi 
maior no colostro de mães reagentes para IgM anti-G. lamblia, assim como a 
concentração de TGF-β nesse mesmo grupo. No colostro de mães soropositivas 
para IgG anti-G. lamblia a concentração do hormônio cortisol, percentual de células 
T regulatórias e concentração das citocinas IL-10 e TGF-β foram similares as 
concentrações encontradas no colostro de mães soronegativas. Houve correlação 
positiva entre a concentração de melatonina e percentual de células Tregs no grupo 
soronegativo. Esses resultados sugerem uma possível ação da melatonina no 
contrabalanço da resposta imunoregulatória em infecção por G. lamblia. 

Palavras-Chave: Colostro, Cortisol, Giardia lamblia, Melatonina, Treg. 



ABSTRACT 

The protozoan parasite Giardia lamblia infects humans and other mammals by 
ingesting water and/or food contaminated with cysts. Giardiasis affects people all 
over the world, especially children, and is one of the main causes of diarrhea in the 
world. Through colostrum and breast milk, newborns receive several bioactive 
components that can boost their immune system and prevent diarrheal diseases. 
Among these components are immunoregulatory elements, such as regulatory T 
cells (Tregs), cytokines IL-10 and TGF-β, and hormones, including cortisol and 
melatonin, with immunomodulatory capacity, which participate in various aspects 
related to the immune system and constitute an important defense mechanism for 
protection and treatment of parasitic diseases. There is a scarcity in the literature of 
studies on the regulatory mechanisms involved during giardiasis, especially 
associated with breastfeeding, as well as the effect of the hormones cortisol and 
melatonin on Tregs cells during interactions with Giardia lamblia. Thus, the aim of 
this study was to evaluate the immunoregulatory mechanisms involved in Giardia 
lamblia infection, as well as the concentration of the hormones melatonin and cortisol 
in colostrum from giardiasis-seropositive mothers. Colostrum samples were collected 
from nursing mothers between the ages of 18 and 35 years. The pregnant women 
were divided into two groups according to seropositivity for IgM and IgG anti-Giardia 
lamblia, determined by ELISA test, being the control group (IgG and IgM non reagent 
N=6) and (IgG reagent N=6 and IgM reagent N=5). By means of ELISA the 
concentrations of the hormones melatonin and cortisol present in the colostrum 
supernatant were evaluated. The concentrations of the cytokines IL-10 and TGF-β in 
the supernatant were determined by flow cytometry, as well as the 
immunophenotyping of regulatory T cells (CD4+CD25+FOXP3+) present in 
colostrum. In the group seropositive for IgM anti-G. lamblia the concentration of the 
hormone melatonin was lower when compared to the seronegative group, while in 
the colostrum of mothers seropositive for IgG anti-G. lamblia the concentration of 
melatonin was higher. The percentage of regulatory T cells was higher in colostrum 
from anti-G. lamblia IgM reagent mothers, as was the concentration of TGF-β in this 
same group. In colostrum from anti-G. lamblia IgG-seropositive mothers, the 
concentration of the hormone cortisol, percentage of regulatory T cells, and 
concentration of the cytokines IL-10 and TGF-β were similar to those found in 
colostrum from seronegative mothers. There was a positive correlation between 
melatonin concentration and percentage of Tregs cells in the seronegative group. 
These results suggest a possible action of melatonin in counterbalancing the 
immunoregulatory response in G. lamblia infection. 

Keywords: Colostrum, Cortisol, Giardia lamblia, Melatonin, Treg. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Giardia lamblia (G.lamblia) (sinônimos Giardia intestinalis, Giardia 

duodenalis), agente etiológico da giardíase, é um protozoário que infecta humanos e 

outros mamíferos, por meio da ingestão de água e/ou alimentos contaminados com 

cistos (ADAM, 2001; RYAN et al., 2019). De acordo com a morfologia o gênero 

Giardia pertence ao filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe 

Zoomastigophora, ordem Diplomonadida e família Hexamitidae (MORRISON et al., 

2007). 

A giardíase acomete pessoas em todo o mundo, principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais, sendo responsável, anualmente, por mais de 280 milhões de 

casos de diarreia em humanos, contribuindo para a ocorrência de 1,6 milhões de 

óbitos por diarreia de diferentes causas no ano de 2016 (EINARSSON et al., 2016; 

TROEGER et al., 2018). A prevalência dessa parasitose em humanos varia de 2% a 

7,6% em países industrializados e até 30% em países de baixa renda e/ou em 

desenvolvimento, onde doenças diarreicas são responsáveis por mais de 20% de 

mortes de crianças em países pobres. Em países mais desenvolvidos essa taxa é 

menor que 1% (FENG e XIAO, 2011; LIU et al., 2019). 

A prevalência de giardíase no Brasil varia entre 12,4%, na literatura estudo 

aponta que 50% dos casos ocorrem em crianças de zero a seis anos de idade 

(SANTANA et al., 2014), enquanto outro aponta percentual de 50,8% de crianças 

infectadas com idades entre três e doze anos (FONSECA et al., 2017). Uma revisão 

sistemática sobre a ocorrência de G. lamblia no Brasil demonstrou que o parasito 

está presente em todas as cinco regiões do país, com prevalência maior na região 

sudeste (COELHO et al., 2017). 

Atualmente são encontradas oito variações de genótipos de G. lamblia, sendo 

classificados de A a H, onde os genótipos A e B são os principais genótipos que 

infectam humanos e outros mamíferos, dentre eles alguns animais domésticos 

como, cães e gatos, demonstrando alto potencial zoonótico de transmissão da 

doença (FENG e XIAO, 2011; CACCIÒ et al., 2018; WANG et al., 2019). Os outros 

genótipos de C a H são provavelmente classificados como hospedeiros específicos, 

embora alguns estudos relatam infecções de alguns genótipos em hospedeiros que 
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se distingue da classificação de hospedeiro específico (ŠTRKOLCOVÁ et al., 2015; 

HEYWORTH, 2016). 

O ciclo de vida do parasito na transmissão da doença não requer vetores, 

completando seu ciclo biológico em um único hospedeiro (Monoxeno), tendo início 

com a ingestão de cistos presentes em alimentos ou água contaminados. Baseia-se 

na alternância de estágios, onde constitui-se em duas fases, envolvendo a forma 

cística, estágio infeccioso, responsável pela transmissão do parasito, o qual possui 

uma parede cística resistente a variações de temperatura e umidade e produtos 

químicos utilizados como desinfetantes, e a forma de trofozoíto, estágio vegetativo, 

responsável pelas manifestações clínicas da doença, composto por quatro pares de 

flagelos e um disco adesivo ventral, o qual permite a aderência a células epiteliais 

intestinais (MORF et al., 2010; NEVES et al., 2011; HEYWORTH, 2014). 

O processo de desencistamento se inicia após a ingestão de cistos, os quais ao 

passarem pelo estômago sofrem estímulos pela alternância de temperatura e pH, 

induzindo a mudança de programação celular, onde proteases do hospedeiro 

degradam a parede cística, liberando os excizoítos, trofozoítos ovais encistados com 

quatro núcleos, que passam por divisão celular originando quatro trofozoítos 

binucleados. Quanto ao processo de encistamento, após o trofozoíto realizar 

processo de diferenciação celular, no intestino delgado, havendo depleção lipídica e 

aumento do pH local ocorre a indução do desenvolvimento das formas císticas em 

um período de 20 a 24 horas (ADAM, 2001; BERNANDER et al., 2001; BARASH et 

al., 2017). 

O diagnóstico da giardíase inicia-se com avaliação clínica com sinais e 

sintomas inespecíficos, sendo confirmado com a presença de cistos, trofozoítos e/ou 

antígenos de G. lamblia presentes em amostras fecais ou fluido duodenal 

(SANTANA et al., 2014). O exame de microscopia direta é padrão-ouro para o 

diagnóstico de giardíase, onde observa-se a presença de cistos em fezes formadas 

e trofozoítos em fezes líquidas, no entanto, essa técnica demanda tempo e exige 

profissional treinado e habilitado. Por conseguinte, testes que se baseiam na 

detecção de antígenos de G. lamblia como, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay), Imunofluorescência e PCR (Polymerase Chain Reaction) apresentam-se 

como alternativa a microscopia, pois são mais confiáveis, sensíveis e específicos 
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(AGNAMEY et al., 2011; GOUDAL et al., 2019; MOHRAM et al., 2020). Contudo 

estas técnicas nem sempre são utilizadas, a PCR e Imunofluorescência são 

ferramentas usados em pesquisa e a ELISA tem custo nem sempre factível com a 

realidade econômica dos infectados. 

A infecção causada por G. lamblia normalmente é autolimitada, solucionando- 

se entre 3 a 6 semanas (ESCOBEDO et al., 2014). No entanto, a primeira linha de 

tratamento para giardíase é feita com o uso de fármacos da classe dos 

nitroimidazóis, principalmente o metronidazol, com um esquema terapêutico padrão 

de administração de três vezes ao dia uma dose de 250 mg entre 5 a 10 dias, com 

uma eficácia relatada entre 80-95%. O mecanismo de ação desse fármaco baseia- 

se na ativação metabólica por via anaeróbica, na qual resulta em danos ao DNA do 

parasito, com deterioração da estrutura helicoidal e de suas funções, levando 

consequentemente a morte de trofozoítos (SAMUELSON, 1999; BUSATTI et al., 

2009; WATKINS e ECKMANN, 2014; VIVANCOS et al., 2018). 

A eficácia do tratamento de giardíase com nitroimidazóis é bem estabelecida, 

porém, em 20% dos casos pode ocorrer falha no tratamento (UPCROFT e 

UPCROFT, 2001; GUTIÉRREZ et al., 2013). A possível resistência ao metronidazol 

está associada a redução da atividade de enzimas envolvidas em sua ativação, 

incluindo nitroreductase-1, tioredoxina redutase e piruvato-ferredoxina 

oxidorredutase (ORDOÑEZ-QUIROZ et al., 2018). Em razão disso, alguns fármacos 

são usados como alternativas ao tratamento de giardíase, incluindo, Albendazol, 

Nitazoxanida, Furazolidona, Cloroquina, Mepacrina, Paromomicina, Bacitracin zinco, 

ou terapia combinada com metronidazol (CARTER et al., 2018). Também o uso de 

probióticos têm sido relatados como alternativas terapêuticas ao tratamento e 

profilaxia a infecções por G. lamblia (GOYAL et al., 2013; RIBEIRO et al., 2018; 

FONSECA et al., 2019; AL-MEGRIN et al., 2021). 

A giardíase é referida como uma doença parasitária reemergente devido a 

sua crescente e reconhecida importância em surtos de doenças diarreicas em 

creches e em epidemias transmitidas pelo consumo de água contaminada (READ et 

al., 2002; MONIS et al., 2003; SULAIMAN et al., 2004; HUNTER e THOMPSON, 

2005). A doença pode ser assintomática, o que ocorre na maioria dos casos, ou 

apresentar uma série de sintomas, incluindo cólica abdominal, náusea, vômito, 
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inchaço, diarreia aguda ou crônica, má absorção intestinal e perda de peso 

(ESCOBEDO et al., 2010; NEVES et al., 2011). 

A patogênese da giardíase se deve a um conjunto de fatores como o 

comprometimento das junções intercelulares, apoptose celular, danos causados a 

borda em escova de células epiteliais intestinais, com encurtamento de 

microvilosidades, dano aos enterócitos e prejuízo na função de barreira epitelial 

(MÜLLER e ALLMEN, 2005; BURET, 2007). Essas alterações levam a mudanças na 

permeabilidade e absorção de nutrientes ao longo do intestino, causando quadros 

de desnutrição durante a presença de G.lamblia, sobretudo em crianças, onde a 

diarreia e má absorção de nutrientes causam anemia, com deficiência de vitamina 

B12, ferritina, além do comprometimento de absorção de proteínas, carboidratos, 

lipídios e vitaminas lipossolúveis, levando a um prejuízo no desenvolvimento 

cognitivo (SPRINGER e KEY, 1997; BERKMAN et al., 2002; CARVALHO-COSTA et 

al., 2007; NEMATIAN et al., 2008; Al-MEKHLAFI et al., 2013). 

Vários trabalhos visam elucidar as diferenças entre as variações de sintomas. 

Acredita-se que multiplicidade de fatores podem levar as várias formas de 

manifestações clínicas da doença, incluindo carga parasitária (PETRI et al., 2009), a 

cepa associada à infecção (READ et al., 2002; WARD, 2009), variação antigênica do 

parasito (GOTTSTEIN et al., 1990), dose infectante (RENDTORFF, 1954) e o estado 

imunológico do hospedeiro (HANEVIK et al., 2007). 

Hospedeiros imunocompetentes desenvolvem respostas inatas e adquiridas 

eficientes para evitar ou restringir o parasitismo (RÓPOLO e TOUZ, 2010). No 

entanto, esta reposta pode ser autolimitada, em alguns casos (ROBERTSON et al., 

2010), indicando a presença de mecanismos do próprio parasito ou do hospedeiro 

capazes de interferir durante a infecção. De fato G. lamblia possui proteínas de 

superfície variantes (VSPs - Variant-specific Surface Proteins) que facilitam a 

infecção por evadir a reposta imunológica do hospedeiro (NASH et al., 1988; 

GARGANTINI et al., 2016). 

Nas infecções por G. lamblia, a primeira linha de defesa do sistema 

imunológico é por meio das barreiras naturais de superfícies, como membranas 

mucosas. As células epiteliais intestinais expressam receptores de reconhecimento 
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de padrões (PRRs - Pattern Recognition Receptors) que são importantes para 

direcionarem respostas imunológicas quando os patógenos são reconhecidos. 

Células intestinais bem como células imunológicas produzem óxido nítrico 

(NO), a partir da L-arginina (ECKMANN 2003; FINK e SINGER, 2017). Foi 

demonstrado que o NO é capaz de inibir o processo de desencistamento e induzir 

um efeito citostático em trofozoítos de G. lamblia (ECKMANN et al., 2000). O 

parasito evade das ações do NO por meio do consumo de arginina como fonte de 

energia, como produto disso é originado a ornitina, a qual inibe a captação de 

arginina pelas células intestinais, levando a sua depleção intracelular. Sabe-se que a 

depleção de arginina induz a apoptose em células, o que então pode-se explicar o 

processo patológico da giardíase, com a ocorrência de apoptose de células 

intestinais (RINGQVIST et al., 2008; MOKRZYCKA et al., 2010; STADELMANN et 

al., 2012; LOPEZ-ROMERO et al., 2015). 

Durante a colonização do intestino delgado pela giárdia, os antígenos 

microbianos são direcionados para a lâmina própria onde as células imunológicas 

inatas são ativadas e iniciam as repostas adaptativas. As respostas imunológicas 

adaptativas incluem a produção de imunoglobulinas por células B, como 

Imunoglobulina M (IgM), G (IgG) e A (IgA), onde a produção desses anticorpos 

específicos são importantes para a eliminação do parasito em infecções humanas 

(NASH et al., 1987). 

A presença de IgM representa uma infecção ativa ou recente, onde sua 

produção cai em torno de 2 ou 3 semanas após a infecção, enquanto que IgG indica 

que o paciente está na fase crônica e/ou convalescente da doença ou já teve 

contato com o parasito em algum momento da vida e esse anticorpo se mantém por 

até 18 meses após o contato com a giárdia (HEYWORTH, 2014; MAHER et al., 

2022). De forma conjunta ocorre produção de citocinas por células T e ativação de 

células T citotóxicas, sendo as respostas imunológicas mediadas por células 

importantes para os mecanismos de defesa a esse protozoário, onde infecções 

sintomáticas por G. lamblia induz resposta de células T CD4+ (LOPEZ-ROMERO et 

al., 2015; SAGHAUG et al., 2015; FINK e SINGER, 2017; PEREIRA et al., 2018). 

A erradicação da infecção por G. lamblia, bem como a sua proteção 

demonstra ser dependente da produção e ação de anticorpos mediada por células 
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B, como pela ação de células T (SINGER e NASH, 2000). Linfócitos T (CD3+) são 

leucócitos que integram o sistema imunológico. Responsáveis por mediar à 

imunidade celular e são divididos em diferentes grupos, com ações diferentes, onde 

se incluem linfócitos T helper (CD4+), citotóxicos (CD8+) e reguladores (Tregs - 

CD4+; CD25+; FOXP3+) (HRBÁČKOVÁ et al., 2017). 

Células Tregs são identificadas como uma das maiores populações celulares 

capazes de induzir tolerância periférica. Elas constituem 5% a 10% das células 

TCD4+ e são importantes para a prevenção de autoimunidade e a manutenção da 

homeostase imunológica. São caracterizadas por expressarem altos níveis de 

cadeia α do receptor de IL-2 (IL-2R), denominada CD25 e a expressão do fator de 

transcrição, da família das proteínas Forkhead box (FOX), FOXP3 (forkhead box 

protein 3), a princípio conhecido como JM2, que define a atividade celular para com 

uma função reguladora (CHATILLA et al., 2000; HORI et al., 2003; ALLAN et al., 

2005; PAULY et al., 2009; LABER et al., 2010; JOSEFOWICZ et al., 2012; 

CONSONNI et al., 2021). 

Estudos relatam que camundongos scurfy, que naturalmente apresentam 

deficiência em Tregs e defeitos na expressão de FOXP3, desenvolvem uma doença 

rara conhecida como IPEX (Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy 

X-linked), uma síndrome de desregulação imunológica, poliendocrinopatia e 

enteropatia ligada ao X, bem como doenças linfoproliferativas e doenças sistêmicas 

semelhantes ao Lúpus, evidenciando a importância de células Tregs na manutenção 

da autotolerância (CHATILLA et al., 2000; BRUNKOW et al., 2001; BENNETT et al., 

2001; FONTENOT et al., 2003; HORI et al., 2003; HADASCHIK et al., 2015). 

Tregs são derivadas de dois grupos distintos que atuam conjuntamente para a 

manutenção da homeostase imunológica. São as Tregs naturais (nTregs – Natural 

Treg) ou tímicas, originadas no timo como resultado da resposta de células T CD4+ a 

autoantígenos, onde uma parte dessas células responsivas passam por seleção 

negativa ou deleção e o restante se desenvolve em células regulatórias. O segundo 

grupo de células T reguladoras são as Tregs induzidas (iTregs - Induced Tregs) ou 

adaptativas, que são desenvolvidas a partir de linfócitos T CD4+ imaturos ou naive, 

em resposta a antígenos em órgãos linfoides periféricos como tecidos de mucosas, 

especialmente no trato gastrointestinal e trato respiratório. Esse grupo é formado 
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pela presença de fator de crescimento transformador beta (TGF-β) e ácido retinóico, 

produzidos por células apresentadoras de antígenos, como as células dendríticas 

(DCs - Dendritic Cell) CD103+ CD11c+ de mucosas e pelos macrófagos alveolares 

nos pulmões. Células iTregs contribui então para suprimir a ativação e ação de 

linfócitos autorreativos e possivelmente patogênicos (CUROTTO DE LAFAILLE e 

LAFAILLE, 2009; BILATE e LAFAILLE, 2012; SOROOSH et al., 2013; ESTERHÁZY 

et al., 2016; GEORGIEV et al., 2019). 

Diversas são as formas de supressão utilizadas por células Tregs como, 

citólise, (por meio da ação de granzima A e perfurinas), desordem metabólica 

(competição por Interleucina 2 – IL-2), supressão de linfócitos B (regulação negativa 

do coestimulador), modulação na maturação de DC’s (interação de CTLA-4 com 

CD80/CD86 em DC’s) e produção de citocinas inibitórias (SCHMIDT et al., 2012; 

BOCIAN et al., 2017). No que concerne a produção de citocinas inibitórias, células T 

reguladoras que apresentam o fenótipo CD4+, CD25+ e FOXP3+ produzem e 

secretam elevadas quantidades de IL-10 (Interleucina 10) e TGF-β (Transforming 

growth factor beta) (BOCIAN et al., 2017; QUEIROZ et al., 2017). 

A função inibitória de IL-10, consiste na inibição da produção de citocinas por 

células TCD4+ e CD8+, macrófagos, bem como a redução da expressão de MHC de 

classe II (Major histocompatibility complex II), ICAM-1 (Intercellular Adhesion 

Molecule 1), CD80, CD86 em APC’s (Antigen Presenting Cells). Quanto ao TGF-β, 

que existe tanto na sua forma solúvel quanto de membrana, tem sua atividade 

supressora voltada a macrófagos ativados, linfócitos T e B e células NK (Natural 

Killer Cell). Assim como IL-10, também inibe MHC-II em APC’s. TGF-β induz o 

aumento na expressão de CD25, CD122, CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte- 

associated protein 4) em CD4+ naive, como consequência da presença de IL-2, 

levando a ativação e diferenciação periférica dessas células em células Tregs 

(ZHENG et al., 2004; BOCIAN et al., 2017). 

Foi demonstrado que tanto humanos como animais infectados por G. lamblia 

produzem uma grande variedade de citocinas que integram tanto o sistema 

imunológico inato e adaptativo que irão contribuir para a eliminação do parasito 

(LOPEZ-ROMERO et al., 2015). O papel destas citocinas está relacionado 

diretamente com o perfil de imunidade e de acordo com o estimulo pode determinar 
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respostas imunológicas diferenciadas frente ao parasito. Sabe-se que a IL-10 e TGF-

β são produzidas em níveis elevados em pacientes infectados por protozoários, 

ativando e modulando a resposta de células imunológicas contra esses parasitos 

(BAYRAKTAR et al., 2005; MORAES et al., 2015) e que na presença de G. lamblia, 

células mononucleares aumentam sua atividade microbicida quando expostas a 

TGF- β (BRUNE et al., 2021). 

Essas citocinas têm atividade imunomoduladora na infecção, limitando a 

resposta inflamatória. A liberação de IL-10 e TGF-β durante infecções por G. lamblia 

impede o recrutamento de células inflamatórias (GRIT et al., 2014; JIMÉNEZ et al., 

2014). Essa resposta imunológica regulatória produzida no trato intestinal pode ser 

induzida pelo hospedeiro com objetivo de reduzir a inflamação, diminuindo danos 

patológicos imunomediados ou pode ser induzida pela Giardia como tentativa de 

promover sua permanência no intestino (ZHOU et al., 2007; LOPEZ-ROMERO et al., 

2015). 

De uma forma geral, o TGF-β, parece suprimir a resposta imunológica celular, 

podendo em algumas infecções determinar quadros sintomáticos (BANSAL et al., 

2005). A presença de Tregs com alta expressão de IL-10 é capaz de evitar quadros 

de disbiose microbiana e inflamação intestinal presentes em infecção por G. lamblia 

(DANN et al., 2018). Por sua vez, as Tregs intestinais moldam a imunidade a 

patógenos, contribuindo para preservação do tecido, protegendo a integridade da 

barreira epitelial e colaborando para a manutenção da homeostase local 

(COSOVANU e NEUMANN, 2020). Portanto, é possível que alterações nos 

percentuais de células Treg durante a infecção por G. lamblia, possa ser o 

diferencial para a evolução dos diferentes quadros clínicos apresentados durante a 

infecção. 

A infecção por G. lamblia pode produzir imunidade, embora não esteja 

esclarecido se a infecção prévia pelo parasito, realmente, evita uma segunda 

infecção, ou apenas, evita os sintomas severos da doença (SOLAYMANI- 

MOHAMMADI et al., 2010), bem como se indivíduos assintomáticos possam 

apresentar sintomas em uma reinfecção. 

É conhecido que células Tregs intestinais nas mucosas são capazes de 

regular respostas imunológicas a alimentos, autoantígenos e microbiota, por meio da 
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secreção de citocinas anti-inflamatórias (MAJLESSI et al., 2008; LO-MAN, 2011; 

WEINER et al., 2011; CASTRO-SÁNCHEZ e MARTÍN-VILLA, 2013) porém seus 

efeitos durante a infecção por G. lamblia ainda não foram elucidados. No entanto, 

nos últimos anos houve um crescente interesse quanto a estas células, pois existem 

alguns indícios, embora também algumas lacunas, de que estas células podem 

interferir diretamente na incidência de doenças infecto-parasitárias. 

Por outro lado, estudos têm evidenciado o impacto da giardíase durante a 

gestação e amamentação. A giardíase pode ser uma doença debilitante, que pode 

comprometer o bem-estar materno, fetal e a amamentação (KREUTNER et al., 

1981). Na literatura, estudo investigando parasitos intestinais em gestantes de 

diferentes faixas-etárias, revelou maior prevalência (48,1%), no grupo etário entre 

23-31 anos e predominância (86%) de protozoários (RODRÍGUEZ-GARCÍA et al., 

2002). 

A amamentação é considerada um meio eficaz para a prevenção de infecções 

por G. lamblia (MORROW et al., 1992; MAHMUD et al., 2001; IGNATIUS et al., 

2012) assim como em outras infecções parasitárias, haja vista que foi demonstrado 

in vitro que macrófagos do colostro humano foram capazes de fagocitar trofozoítos 

de G. lamblia (FRANÇA-BOTELHO et al., 2006; ABDEL-HAFEEZ et al., 2013, 

PEREIRA et al., 2018). Portanto é possível afirmar que tanto o colostro como o leite 

humano possuem componentes do sistema imunológico que são importantes na 

proteção ao parasito (REINER et al., 1986; MAHMUD et al., 2001; PEREIRA et al., 

2018). Devido à prevalência de infecções por G. lamblia, é possível que gestantes 

sejam mais susceptíveis à infecção pelo parasito, podendo a giardíase ocasionar 

efeitos durante a gestação e no período do aleitamento. 

Pode-se inferir que a diarreia causada durante a infecção da gestante e a 

alteração no epitélio intestinal causem má-absorção de nutrientes e esses fatores 

seriam corresponsáveis pela restrição do crescimento fetal culminando em baixo 

peso ao nascer. A letalidade por giardíase está ancorada na mortalidade infantil por 

doenças diarreicas. Assim, torna-se importante avaliar efeitos de células Treg 

presentes no colostro para G. lamblia, uma vez que as crianças são infectadas por 

parasitos logo em seguida ao nascimento, tendo continuidade em alguns casos 

durante a sua vida (FERNANDES e BARBOSA, 2011). 
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O leite materno é uma secreção constante, produzido na mama humana. Sua 

composição de nutrientes e fatores bioativos estão em constante evolução, 

passando pelas fases de colostro, leite de transição e leite maduro, fornecendo 

assim, nutrição e proteção apropriadas conforme o desenvolvimento do bebê 

(ANDREAS et al., 2015). O leite materno é composto por componentes 

imunológicos, como citocinas, células e imunoglobulinas e outros componentes 

como, hormônios, fatores de crescimento, lisozima, lactoferrina, que trarão proteção 

ao bebê em seus primeiros meses de vida (FIELD, 2005; HOSEA BLEWETT et 

al.,2008; CABRERA-RUBIO et al., 2012). 

A composição do leite materno varia conforme o estágio da lactação, sendo o 

colostro mais rico em proteínas e componentes imunológicos, conferindo um papel 

mais imunológico ao recém-nascido, enquanto o leite de transição e leite maduro 

são mais ricos em água e gordura, portanto, com características mais nutricionais 

adequando sua composição conforme as necessidades do bebê durante seu 

desenvolvimento. Além dessa alteração durante os estágios da amamentação o leite 

materno também sofre alterações em sua composição a cada vez que a lactante 

oferta seu leite ao seu filho. No início da amamentação, leite anterior, apresenta 

concentrações maiores de água, enquanto ao final da mamada, leite posterior, 

apresenta maior concentração de gordura, o que é importante para o ganho de peso 

do bebê (LÖNNERDAL, 2004; FRANÇA et al., 2010; KHAN et al., 2013; 

GIDREWICZ e FENTON, 2014; ANDREAS et al., 2015). 

A amamentação além de aumentar o laço afetivo entre mãe e filho, traz 

benefícios tanto para a criança quanto para a mãe. Crianças que são amamentadas 

por períodos longos têm redução na mortalidade e morbidade em doenças 

infecciosas, diminuição na ocorrência de mal oclusões dentárias e um melhor 

desenvolvimento cognitivo, além de proteger na vida a adulta contra o excesso de 

peso e diabetes. Quanto as mães os benefícios são de proteção contra o câncer de 

mama, redução do risco de desenvolver diabetes e câncer de ovário, diminuição de 

sangramento pós-parto, acelera a perda de peso e proteção contra doenças 

cardiovasculares (FRANÇA-BOTELHO et al., 2012; VICTORA et al., 2016; 

FERNANDES et al., 2018; FERNANDES et al., 2019; HONORIO-FRANÇA et al., 

2021). Dessa forma, a organização mundial de saúde recomenda a amamentação 
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exclusiva durante os primeiros 6 meses de vida e sua continuação até pelo menos 2 

anos de idade (WHO, 2003). 

O colostro apresenta um grande número de leucócitos viáveis, sendo 1x109 

células/ml, durante os primeiros dias de lactação (ISLAM et al., 2006). Desses 

leucócitos, 55 a 60% são neutrófilos, 30 a 40% macrófagos e 5 a 10% linfócitos 

(GOLDMAN, 1993) que permanecem viáveis na mucosa intestinal do recém-nascido 

por um período de quatro horas após a amamentação (HUGHES, 1988), 

estimulando o sistema imunológico imaturo do recém-nascido, especialmente nas 

mucosas, prevenindo doenças diarreicas (RIEDEL-CASPARI, 1993; HONORIO- 

FRANÇA et al., 1997; FRANÇA-BOTELHO et al., 2006; FRANÇA et al., 2012; 

PEREIRA et al., 2018). Crianças nascidas de mães não imunizadas para giardíase 

possuem um risco significativamente maior de desenvolverem a doença com 

sintomas mais graves em comparação com filhos de mães imunologicamente 

protegidas (TELLEZ et al., 2003). 

O leite materno fornece diversos componentes imunológicos que irão proteger 

o recém-nascido de alguns patógenos e também ajuda a manter tolerância 

imunológica a alguns antígenos fornecidos pela mãe e pelo ambiente, mantendo 

homeostase do seu sistema imunológico (CAMPBELL et al., 1984; FIELD, 2005; 

PARIGI et al., 2015). Um dos componentes imunológicos regulatórios transferidos 

pelo leite materno são as células Tregs, sendo possível que essa transferência 

adotiva de células seja capaz de levar a tolerância ao recém-nascido (SAFINIA et 

al., 2013; KINDER et al., 2014; CÉRBULO‐VÁZQUEZ et al., 2017). 

O colostro contém vários componentes bioativos que impulsionam o sistema 

imunológico desses recém-nascidos. No entanto, esses componentes de defesa 

recebidos por meio da amamentação funcionam sem causar inflamação, 

demonstrando que tanto o colostro como o leite maduro possuem componentes anti- 

inflamatórios (PALMEIRA e CARNEIRO-SAMPAIO, 2016). Dentre esses 

componentes, as citocinas IL-10 e TGF-β, são importantes citocinas 

imunomoduladoras e atuam estimulando a maturação intestinal e a defesa do 

recém-nascido (VERHASSELT, 2010). 

A literatura reporta a importância de hormônios como potentes 

imunomoduladores, que participam de vários aspectos relacionados ao sistema 
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imunológico (DARDENNE et al., 1994; KUHLWEIN e IRWIN, 2001; CORRÊA et al., 

2006). Existem autores que reportam um mecanismo de interação entre células do 

sangue e colostro e a modulação pelo hormônio cortisol (LONG et al., 2005; LIM et 

al., 2007; FAGUNDES et al., 2012), enquanto outros pelo hormônio melatonina 

(HARA et al., 2013; HONORIO-FRANÇA et al., 2013). 

O cortisol é um hormônio glicocorticoide, sintetizado a partir do colesterol, 

sendo produzido na glândula adrenal, especificamente na zona fasciculada mediante 

estimulo da ação do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH - Adrenocorticotropic 

hormone) que é produzido na adeno-hipófise, atuando como o principal marcador 

para a ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA). Esse hormônio está 

envolvido na quebra de gordura e proteína e na síntese de glicose, bem como regula 

várias funções importantes, como cardiovasculares, metabólicas e imunológicas. 

Sua liberação segue um ritmo circadiano, onde apresenta níveis mais altos no 

período matutino, que diminuem à noite e na fase inicial do sono. Esse hormônio é 

utilizado como um biomarcador em muitos estudos de estresse fisiológico (TSIGOS 

et al., 2002; CHIDA e STEPTOE, 2009; LEE et al., 2015). 

Em interação com o sistema imunológico o cortisol apresenta ação anti- 

inflamatória. Atua na diminuição da circulação de neutrófilos, monócitos e linfócitos B 

e com supressão da atividade citotóxica de células NK (HASENMAJER et al., 2020). 

Um outro mecanismo pelo qual o cortisol diminui a resposta inflamatória é por meio 

do aumento da expressão do receptor CXCR4, que é o receptor da quimiocina 

CXCL12, que mantêm células T imaturas quiescentes na medula óssea e com isso 

diminui a circulação de linfócitos T no sangue periférico (BESEDOVSKY e DEL REY, 

1996; BESEDOVSKY et al., 2012). 

O cortisol está presente no colostro, onde sua concentração sofre influência 

da idade materna, adequando-se conforme a necessidade do recém-nascido 

(PEREIRA et al., 2018). Além disso, tem sido demonstrado que possui um 

importante papel no desenvolvimento e maturação pós-neonatal do trato 

gastrointestinal e do sistema imunológico do recém-nascido (FOLIGNE et al., 2001; 

JOUAN et al., 2006; FAGUNDES et al., 2012), sendo, também, capaz de modular a 

atividade funcional de fagócitos da própria secreção (FAGUNDES et al., 2012). 
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Assim como o cortisol, o hormônio melatonina foi relatado no colostro (HARA 

et al., 2013; HONORIO-FRANÇA et al., 2013; MORCELI et al., 2013; MORAIS et al., 

2019). A melatonina (MLT) é um neuro-hormônio produzido pela glândula pineal, 

que exibe diversas funções fisiológicas, incluindo a regulação biológica dos ritmos 

circadianos: sono, reprodução, imunomodulação (controlando a ativação de células 

T, B, NK, liberação de citocinas) (HARDELAND e FUHRBERG, 1996; PONTES et 

al., 2006) e ação anti-inflamatória (HARDELAND et al., 2006). Esse hormônio tem 

importante papel imunomodulador no controle de doenças infecciosas (FRANÇA et 

al., 2009). 

A melatonina (MLT), uma indolamina, é principalmente produzida e secretada 

pela glândula pineal, a partir do aminoácido triptofano. Após sua produção, a 

melatonina não fica armazenada dentro dos pinealócitos, sendo rapidamente 

liberada na corrente sanguínea assim que finalizada sua produção, e por ter uma 

meia-vida curta, sua dosagem é capaz de refletir diretamente a sua síntese pela 

pineal. A produção de melatonina também é encontrada em outros tecidos como, 

cérebro, olhos, pele, trato gastrointestinal, fígado, rim, tireóide, pâncreas, timo, baço, 

trato reprodutivo e também presente em células do sistema imunológico. No entanto, 

a melatonina produzida nesses locais não é liberada na corrente sanguínea e 

também não obedece uma produção rítmica, sendo usada localmente como 

antioxidante. Portanto a melatonina produzida pela pineal é um hormônio que tem 

importância na mensagem circadiana endócrina para todo o organismo (ACUÑA- 

CASTROVIEJO et al., 2014; PEVET et al., 2017) 

Diversas células do sistema imunológico produzem melatonina em diferentes 

concentrações, onde linfócitos produzem altas concentrações de melatonina, tendo 

ação imunomoduladora do sistema imunológico (CARRILLO-VICO et al., 2004; 

CARRILLO-VICO et al., 2005). Melatonina exerce uma ação pró-inflamatória, 

aumentando o número de células NK, proliferação de leucócitos, aumento na 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-2 e TNF-α (Tumor Necrosis 

Factor Alpha) e aumento da fagocitose. Embora, tenha ação pró-inflamatória a 

melatonina pode atuar de forma anti-inflamatória, quando apresenta função 

antioxidante, diminuindo a concentração de ROS (Reactive oxygen species) e com 

isso demonstrando que tem capacidade de ativar um estado inflamatório, mas ao 

mesmo tempo controlar a inflamação, a fim de evitar os danos causados pela 
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inflamação crônica (RADOGNA et al., 2010; BESEDOVSKY et al., 2012; FAVERO et 

al., 2017; MORAIS et al., 2019). 

A melatonina está presente no leite materno, atingindo seu pico as 3 horas da 

manhã, o que contribui para a regulação do ritmo circadiano do recém-nascido e a 

regulação temporária da atividade endócrina da criança (FRANÇA et al., 2010; 

SILVA et al., 2013; KATZER et al., 2016; ITALIANER et al., 2020). Estudos 

demonstraram atividade pró-inflamatória da melatonina, tendo em vista que a 

presença do hormônio foi capaz de aumentar a atividade fagocítica de células do 

colostro contra bactérias (HONORIO-FRANÇA et al., 2013; HARA et al., 2013; 

MORCELI et al., 2013), assim como também apresenta atividade anti-inflamatória 

com ação antioxidante ao reduzir a liberação de cálcio intracelular e prevenir danos 

celulares (MORAIS et al., 2019). Em infecções por diversos parasitos protozoários a 

melatonina foi reportada como importante fator tanto na indução de resposta 

imunológica efetora contra esses parasitos, bem como na imunomodulação e 

contribuindo para prevenção de danos teciduais causados por infecções com 

protozoários (DARYANI et al., 2018). 

Estudo prévio revelou os efeitos dos hormônios melatonina e cortisol sobre 

fagócitos de colostro durante interações com a G. lamblia e sugere que ambos os 

hormônios podem regular a atividade funcional de células do colostro e ser um 

importante mecanismo de defesa para proteção e tratamento de doenças 

parasitárias (PEREIRA et al., 2018), porém o efeito destes hormônios sobre células 

Tregs durante interações com a G. lamblia é desconhecido. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Com mais de 280 milhões de casos anualmente em todo o mundo, a maioria 

em crianças, a Giardíase passa a ser considerada um problema de saúde pública, e 

pela OMS (Organização Mundial da Saúde) como uma doença negligenciada 

(SAVIOLI et al., 2006; EINARSSON et al., 2016). Há o fato de que uma em cada 

nove mortes infantis se deve a diarreias, somando 2.195 mortes diárias e 801 mil 

mortes anuais, o que é maior que casos combinados de sarampo, AIDS e malária, e 

que a diarreia é a segunda principal causa de morbidade e mortalidade infantil por 

doenças infeciosas, atrás somente da pneumonia (CDC, 2020; (ROSHIDI e ARIFIN, 

2022). Portanto, tendo em vista a prevalência maior de infecções por G. lamblia em 

crianças, as consequências das manifestações de infecções sintomáticas como a 

ocorrência de diarreias em crianças e a amamentação como uma fonte de proteção 

aos recém-nascidos, torna-se importante o estudo de componentes imunológicos e 

hormonais presentes em colostro de nutrizes para G. lamblia. 

Considerando que o habitat da G. lamblia é o intestino e que o tecido linfóide 

associado à mucosa é um ambiente capaz de ser imunomodulado, sendo 

essencialmente não inflamatório, a hipótese deste trabalho é   que interações entre 

os hormônios melatonina e o cortisol podem gerar um ambiente anti-inflamatório e 

que a presença de células T regulatórias intensifiquem a supressão da resposta 

imunológica, com liberação de grandes quantidades de citocinas anti-inflamatórias 

como IL-10 e TGF-β, favorecendo dessa forma o estabelecimento do parasito. 

Provavelmente esses componentes atuam conjuntamente e estas interações 

provavelmente constituem a chave para o entendimento das infecções sintomáticas 

em gestantes e crianças. Portanto, são necessário estudos para elucidar quais 

componentes regulatórios participam em infecções por G. lamblia, bem como o 

papel dos hormônios melatonina e cortisol presentes no colostro durante infecção 

por G. lamblia 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 
• Avaliar os mecanismos imunoregulatórios envolvidos na infecção por Giardia 

lamblia, bem como a concentração dos hormônios melatonina e cortisol em 

colostro de mães soropositivas para giardíase. 

 
 

3.2 Objetivos específicos 

 
Analisar em colostro de mães soropositivas e soronegativas para giardíase: 

• Realizar a triagem de puérperas IgG positivas e IgM positivas para giardíase 

no colostro 

• Comparar a concentração dos hormônios melatonina e cortisol; 

• Realizar imunofenotipagem e percentuais de células CD4+,CD25+, FOXP3+ ; 

• Determinar a concentração de IL-10 e TGF-β; e 

• Avaliar a existência de correlação entre melatonina, cortisol, Tregs, IL-10 e 

TGF-β. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Caracterização das amostras 

 

Estudo de corte transversal, onde foram incluídas nutrizes de 18 a 35 anos de 

idade, reagentes e não reagentes para G. lamblia. As amostras de colostro foram 

obtidas de nutrizes usuárias do Serviço Público de Saúde de Barra do Garças - MT. 

O tamanho amostral proposto neste estudo baseou-se em cálculos 

estatísticos do tamanho amostral assumindo uma perda de seguimento da ordem de 

10% e corrigindo para os efeitos dos erros α (5%) e β (20%) atribuídos ao estudo. 

Sendo assim, o tamanho amostral foi constituído de 17 gestantes, assim 

distribuídas: 06 no grupo soronegativa para G. lamblia (controle); 05 no grupo 

soropositivo para IgM anti-G. lamblia e 06 no grupo soropositivo para IgG anti-G. 

lamblia. A reatividade para G. lamblia foi realizada pelo método de ELISA (Enzyme- 

Linked Immunosorbent Assay). 

 

4.2 Critérios de inclusão e exclusão. 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 
• Idade gestacional no parto a partir de 37 semanas; 

• Ter concebido um recém-nascido vivo e sem malformações; 

• Reações sorológicas negativas para hepatite, HIV e sífilis; 

• Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 
 

4.2.2 Critérios de exclusão 

 
• Malformação fetal diagnosticada no momento do parto 

• Gravidez gemelar 

 
 

4.3 Definição das variáveis 

 

4.3.1 Variáveis de controle 



34 
 

• Idade – entre 18 e 35 anos; 

• Presença (sim) ou ausência (não) de tabagismo, de hipertensão arterial e 

de Diabetes Mellitus; 

• Idade gestacional no momento do parto, em semanas completas. 

 
 

4.3.2 Variáveis independentes 

 

• Nutrizes com ou sem soropositividade para giardíase. 

 
 

4.3.3 Variáveis dependentes 

• Índices de células T regulatórias e concentração de melatonina, cortisol, 

IL-10 e TGF-β no colostro. 

 

4.4 Métodos de coleta e avaliação 

 

4.4.1 Obtenção de sobrenadante e células de colostro humano 

 
 

A coleta do colostro foi efetuada através de ordenha manual, sempre no 

período da manhã e no intervalo entre duas mamadas, no período correspondente 

às primeiras 48 a 72 horas após o parto, em um volume aproximado de 8 ml. As 

nutrizes receberam de forma clara e compreensiva, informação verbal e escrita 

sobre o objetivo e importância do trabalho, para posteriormente assinarem o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e só então foi realizado a coleta das 

amostras. 

O colostro foi centrifugado por 10 minutos a 160xg sob refrigeração a 4ºC, o 

qual permite a separação do colostro em três fases nítidas: o "botão" celular (pellet), 

uma porção fluida intermediária e uma camada superior de gordura. A camada 

superior composta de gordura foi desprezada e o sobrenadante (porção fluida) 

reservado para posterior quantificação de citocinas e hormônios. O pellet foi 

reservado para as análises celulares. 

As células do colostro foram ressuspendidas em meio de cultura 199 (Gibco), 

e separadas em gradiente de densidade pelo Ficoll-Paque (Pharmacia) por 40 

minutos a 160xg, sob temperatura de 4ºC. A separação com o Ficoll-Paque permite 
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que os fagócitos polimorfonucleares sedimentem no tubo, formando um "botão" 

celular, e a formação de um anel rico em células mononucleares na interface entre o 

meio de cultura e o Ficoll-Paque. O anel celular rico em células mononucleares foi 

retirado separadamente, sendo lavadas duas vezes em meio de cultura 199 (Gibco). 

Em seguida, as células foram contadas em câmara de Newbauer, e as 

concentrações celulares ajustadas para 2x106 células/ml. 

 
4.5 Determinação da reatividade para G. lamblia pelo método de ELISA 

(Ensaio Imunoenzimático) 

 

Para determinar a reatividade de anticorpos da classe IgM e IgG para 

antígeno de G. lamblia foi realizado o método de ELISA, seguindo as seguintes 

etapas: 

• Preparação do antígeno: 

 

Para obtenção de antígeno, trofozoítos da cepa Portland-1 (ATCC® 

30888TM), oriunda do LAPI do ICB/UFMG, foram mantidos em cultura axênica em 

meio TYI-S-33 (DIAMOND, 1978) e suplementado com bile bovina. As culturas de 

trofozoítos de G. lamblia passaram por banho de gelo por 10 minutos para que 

ocorresse o desprendimento dos trofozoítos da parede dos tubos, posteriormente os 

tubos foram centrifugados por 3000 RPM (rotação por minuto) por 5 minutos, as 

culturas foram lavadas 3 vezes com PBS (Phosphate Buffered Saline), e então o 

pelet foi recolhido para proceder a extração. Foi acrescentado inibidores enzimáticos 

(1mM de Iodoacetamida, 1mM de TLCK (Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride), 

1 mM de PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), 1 mM de PHMB (4- 

hydroxymercuri)Benzoic Acid), todos em PBS. Então o pellet passou por sonicação 

10 vezes de 1 minuto cada com intervalo de 30 segundos a 40 hertz. Em seguida, o 

extrato foi centrifugado a 3000 RPM por 30 min 4ºC. O sobrenadante, onde estava 

presente as proteínas solúveis, foi aliquotado em volume de 50µL, a concentração 

de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (1976) e congelados a -20ºC 

até o uso. 

• Sensibilização da placa: 
 

A placa foi sensibilizada com 1 μg/mL (100µL por poço) do antígeno diluído em 

tampão carbonato e incubada por 24 horas a 4ºC. Após a incubação a placa foi 
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lavada cinco vezes com PBS-Tween 20 (0,05%). Em seguida, foi adicionado 100μl 

de PBS-BSA (0,05%) e a placa incubada por 1 hora a 37 ºC. Foi feita a lavagem 5 

vezes PBS-Tween 20 (0,05%). Após a lavagem foi pipetado 100 µL de sobrenadante 

(diluído em PBS-Tween 20 (0,2%) + 0,5% de Cloreto de sódio (NaCl), na diluição 

única de 1:40, definida por titulação prévia), e incubada por 2 horas a 37ºC. Após a 

incubação a placa foi lavada cinco vezes com PBS-Tween 20 (0,05%), sendo 

adicionado, em seguida, 100μl de conjugados anti-IgG e anti-IgM marcados com 

peroxidase (Sigma), em cada poço. A diluição dos conjugados foram de 1:40, em 

PBS-BSA (1%) + Tween 20 (0,2%) + NaCl (2%), e seguido de uma nova incubação 

de 2 horas, a 37ºC. Terminada a incubação, as placas foram lavadas cinco vezes 

com PBS-Tween 20 (0,05%). Finalmente, 100 μL do substrato (4 μg de orto- 

fenilenoldiamino (OPD), em 10ml de solução tampão citrato-fosfato e 5μl de H2O2- 

30vol) foi adicionado à placa com incubação por 45 minutos a temperatura ambiente. 

A reação foi interrompida pela adição de 30μl de ácido sulfúrico 4M, em cada orifício. 

A reação produzida foi medida em espectrofotômetro, a 490nm. Para determinação 

do ponto de corte, utilizou-se a análises através da curva ROC (Receiver Operating 

Characteristic Curve), utilizando software MedCal®. 

 
4.6 Dosagem da concentração de melatonina no sobrenadante de colostro 

 

A determinação quantitativa da concentração do hormônio melatonina no 

sobrenadante de colostro foi realizada pelo teste imunoenzimático em microplacas 

de ELISA. A melatonina presente no colostro foi extraída por cromatografia de 

afinidade, conforme orientação do fabricante, e concentrada em centrífuga à vácuo 

por 120 minutos a 200xg e determinada por kit de ELISA Imuno-Biological 

Laboratories (IBL, Hamburgo). Os valores da reação foram medidos por absorbância 

em espectrofotômetro de placas em comprimento de onda de 405nm. Os resultados 

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

 

4.7 Dosagem da concentração do cortisol no sobrenadante de colostro 

 
 

A determinação quantitativa da concentração do hormônio cortisol total no 

sobrenadante de colostro foi realizada pelo teste de ELISA em microplaca, pelo Kit 

DRG® International, Inc. Padrões e amostras (20µl) foram colocados em microplaca 
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com 96 poços, em seguida foi adicionado 200 µl de conjugado enzimático, a placa 

foi agitada e incubada por 60 minutos, posteriormente a placa foi lavada com tampão 

de lavagem e adicionado 100µl de substrato e incubada por 15 minutos a 

temperatura ambiente. Em seguida a reação enzimática foi interrompida com 100µl 

de solução de parada. A leitura foi realizada em espectrofotômetro de placas em 

comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram obtidos através de curva- 

padrão e expressos em ng/mL. 

 

4.8 Imunofenotipagem 
 

Células do colostro, após a separação foram marcadas com 20μl de anti-CD4 

PE (Phycoerythrin), 20μl de anti-CD25 FITC (Fluorescein isothiocyanate), 5μl de anti-

CD25 BB515 (BD HorizonBrilliant™ Blue 515), 20μl Anti-FOXP3 PE ou 20μl Anti-

FoxP3 Alexa Fluor 488. A coloração intracelular para FOXP3 seguiu as 

especificações de acordo com as instruções do fabricante (BD Biosciences, San 

Jose, CA). As amostras foram incubadas por 30 minutos, com proteção da luz e a 

temperatura ambiente. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS-SFB 

(10%). Um mínimo de 10.000 células foram analisadas por tamanho (Forward 

Scatter - FSC) e granulosidade (Side Scatter - SSC). A aquisição de dados foi 

realizada por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience, USA), por meio do 

software Cell Quest. Os dados foram analisados através do software Flowjo 7.2.5. 

 

4.9 Quantificação de citocinas (IL-10 e TGF-β) no sobrenadante de colostro 
 

A quantificação das concentrações de citocinas no sobrenadante de colostro 

foi realizada por Citometria de Fluxo. A IL-10 foi avaliada pelo Kit Cytometric Bead 

Array Human Inflammatory Cytokines Kit (CBA, BD Bioscience, USA). TGF-β foi 

avaliada pelo kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human TGF-β1 Single Plex 

Flex Set (CBA, BD Bioscience, USA). A leitura foi realizada em Citômetro de Fluxo 

(FACSCalibur, BD Bioscience, USA). 
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4.10 Análise Estatística 
 

Os dados foram expressos como média ± desvio-padrão (SD). Como teste de 

normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Para a análise estatística dos 

dados utilizou-se a análise de variância (ANOVA) seguido do teste de comparação 

de médias de Tukey. Para análise de correlação entre as variáveis dependentes, 

dentro dos grupos, foi utilizado o teste de correlação de Spearman. Os resultados 

foram considerados significativos quando o valor de P foi menor 0.05 (p< 0,05). 

 

4.11 Aspectos Éticos 
 

As considerações éticas foram baseadas no uso do material biológico para 

fins científicos, com sigilo da identidade da nutriz, livre de coação ou conflito de 

interesses da instituição ou de pessoas envolvidas no projeto. As coletas 

respeitaram os protocolos técnicos do hospital e dos serviços envolvidos. As nutrizes 

foram previamente informadas e o material somente foi coletado ou utilizado sob 

expresso consentimento em formulário específico (Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido – TCLE - APÊNDICE), conforme resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de ética em Pesquisa (CONEP), sendo aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos do Campus Araguaia (CEP - CUA/UFMT), sob o 

número de CAAE: 05524918.0.0000.5587 e sob número de parecer: 3.151.830 

(ANEXO). 
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4. 12 Fluxograma Experimental 
 
 
 
 

 
 

Figura 1: Fluxograma do delineamento experimental do estudo. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 ELISA indireto para detecção de anticorpos IgM e IgG para G. lamblia no 

sobrenadante de colostro 

 
Para a definição do ponto de corte (cut-off) da reação de ELISA foi realizado, 

com base em dados epidemiológicos presentes na literatura, uma análise de curva 

de ROC (Receiver Operating Characteristic Curve), onde o ELISA indireto para 

detecção de anticorpos IgM (Imunoglobulina M) e IgG (Imunoglobulina G) para G. 

lamblia presentes em sobrenadante de colostro apresentou valores de sensibilidade 

e especificidade de 100% e um valor de área sob a curva Roc (AUC - Area Under 

the Curve) de 100%, em que a partir dessa analise ficou definido o valor de cut-off 

de absorbância da reação de 0,194 para IgM (figura 2) e 0,107 para IgG (figura 3). 

Resultado semelhante encontrado por Pacheco et al., 2020, que obteve um valor de 

cut-off de 0,136 em amostras de soro. 
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100-Specificity 
 

 
Figura 2. Curva ROC, indicando o ponto de corte da reação (cut-off), sensibilidade, especificidade e 
área sob a curva para detecção de IgM anti-Giardia lamblia em amostras de sobrenadante  de 
colostro. 

Sensitivity: 100.0 
Specificity: 100.0 
Criterion: >0.194 

AUC = 1.000 

P < 0.001 
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Figura 3. Curva ROC, indicando o ponto de corte da reação (cut-off), sensibilidade, especificidade e 
área sob a curva para detecção de IgG anti-Giardia lamblia em amostras de sobrenadante de 
colostro. 

 
 
 

5.2 Concentração dos hormônios melatonina e cortisol no sobrenadante de 

colostro 

 

Na figura 4 e 5 estão apresentadas as concentrações do hormônio melatonina 

presente no sobrenadante de colostro de nutrizes soropositivas e soronegativas para 

IgM e IgG anti-G. lamblia. Observa-se que houve redução na concentração de 

melatonina no colostro de mães do grupo positivo para IgM comparado ao grupo 

negativo (figura 4), enquanto que no colostro de mães do grupo reagente para IgG 

anti-G lamblia houve um aumento nos níveis desse hormônio quando comparado ao 

colostro de mães não reagentes para IgG anti-G. lamblia (figura 5). 
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Figura 4. Concentração de melatonina (pg/mL) em sobrenadante de colostro de nutrizes com 
soropositividade (4,98±2,80) e soronegatividade (10,63±1,78) para IgM Anti-G. lamblia. Dados são 
expressos como média e desvio-padrão (SD). * Indica diferença intergrupos (IgM – e IgM +). P<0.05 

 
 
 

 

 
Figura 5. Concentração de melatonina (pg/mL) em sobrenadante de colostro de nutrizes com 
soropositividade (21,63±3,57) e soronegatividade (10,63±1,77) para IgG Anti-G. lamblia. Dados são 
expressos como média e desvio-padrão (SD). * Indica diferença intergrupos (IgG – e IgG +). P<0.05 

 

Na figura 6 e 7 estão apresentadas as concentrações do hormônio cortisol 

presente no sobrenadante de colostro. As concentrações do hormônio cortisol, 

independe da reação sorológica, foi similar entre os grupos avaliados. 
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Figura 6. Concentração de cortisol (ng/mL) em sobrenadante de colostro de nutrizes com 
soropositividade (17,99±0,76) e soronegatividade (21,57±3,50) para IgM Anti-G. lamblia. Dados são 
expressos como média e desvio-padrão (SD). 

 

 

Figura 7. Concentração de cortisol (ng/mL) em sobrenadante de colostro de nutrizes com 
soropositividade (20,38±3,91) e soronegatividade (21,57±3,49) para IgG Anti-G. lamblia. Dados são 
expressos como média e desvio-padrão (SD). 

 
 

5.3 Imunofenotipagem de células do colostro 

 

O percentual de células T regulatórias de colostro de mães reagentes ou não 

para IgM e IgG anti-G. lamblia estão apresentados nas figuras 8 e 9. Houve aumento 

no percentual de células T regulatórias no colostro de mães do grupo com 

soropositividade para IgM quando comparado com o grupo controle (figura 8). No 

colostro de mães do grupo reagente para IgG anti-G. lamblia os percentuais de 
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células CD4+CD25+FOXP3+ foram similares aos observados no colostro de mães 

não reagentes (figura 9). 

 
Figura 8. Percentual de células T regulatórias no colostro de nutrizes com soropositividade e 
soronegatividade para IgM Anti-G. lamblia. Dados são expressos como média e desvio-padrão (SD). 
* Indica diferença intergrupos (IgM – e IgM +). P<0.05 

Figura 9. Percentual de células T regulatórias no colostro de nutrizes com soropositividade e 
soronegatividade para IgG Anti-G. lamblia. Dados são expressos como média e desvio-padrão (SD). 

 
 

5.4 Concentração das citocinas IL-10 e TGF-β em sobrenadante de colostro 

 

As concentrações de citocinas IL-10 e TGF-β presentes nos sobrenadante de 

colostro de mães soropositivas e soronegativas para IgG e IgM anti-G. lamblia estão 

apresentadas nas figuras 10, 11, 12 e 13, respectivamente. As concentrações de IL- 

10, independente da reatividade para G. lamblia, foram similares entre os grupos 
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avaliados (figura 10 e 12), assim como TGF- β quando avaliado a reatividade para 

IgG anti-G. lamblia ( figura 11). Enquanto que TGF-β apresentou aumento na sua 

concentração presente no colostro do grupo reagente para IgM anti-G. lamblia em 

comparação ao grupo controle (figura 13). 

Figura 10. Concentração de IL-10 (pg/mL) no colostro de nutrizes com soropositividade (32,46±13,44) 
e soronegatividade (25,52±11,40) para IgG Anti-G. lamblia. Dados são expressos como média e 
desvio-padrão (SD). 

 
 
 
 
 

 

Figura 11. Concentração de TGF-β (pg/mL) no colostro de nutrizes com soropositividade 
(103,05±9,62) e soronegatividade (95,72±18,90) para IgG Anti-G. lamblia. Dados são expressos como 
média e desvio-padrão (SD). 
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Figura 12. Concentração de IL-10 (pg/mL) no colostro de nutrizes com soropositividade (39±7,17) e 
soronegatividade (26±11,40) para IgM Anti-G. lamblia. Dados são expressos como média e desvio- 
padrão (SD). 

 

Figura 13. Concentração de TGF-β (pg/mL) no colostro de nutrizes com soropositividade 
(124,14±2,14) e soronegatividade (96±18,91) para IgM Anti-G. lamblia. Dados são expressos como 
média e desvio-padrão (SD). 
* Indica diferença intergrupos (IgM – e IgM +). P<0.05 

 
Na tabela 1 estão apresentados os resultados de correlação entre o 

hormônio melatonina e os do hormônio cortisol, percentuais de células T regulatórias 

e concentração das citocinas IL-10 e TGF-β. Observou-se uma correlação positiva 

entre a concentração de melatonina e o percentual de células T regulatórias do 

colostro de nutrizes soronegativas para IgM e IgG anti-G. lamblia (Tabela 1). 

Independente da reatividade ou não para G. lamblia, não houve correlação entre a 
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melatonina, o cortisol e as citocinas IL-10 e TGF-β presentes no colostro das mães 

avaliadas. 

Tabela 1. Correlação entre a concentração do hormônio melatonina e cortisol, 

percentual de células Tregs e citocinas IL-10 e TGF-β. 

 

Coeficiente 

de 

correlação 

(R) 

 

p 

Coeficiente 

de 

correlação 

(R) 

 

p 

Coeficiente 

de 

correlação 

(R) 

 

p 

 
IgM/IgG - 

 
IgM + 

  
IgG + 

 

 
 
Melatonina/Cortisol 

     

-0,2985 0,5655 0,6455 0,2394 -07537 0,0835 

 

Melatonina/Treg 

     

0,8317 0,0401* 0,8660 0,0576 -03339 0,5177 

 

Melatonina/IL-10 

     

-0,5643 0,3217 0,2962 0,6285 -0,2571 0,6228 

 

Melatonina/TGF-β 

     

0,2899 0,5773 0,5774 0,3080 0,4857 0,3287 

 

* Indica diferença intragrupo (IgM/IgG
-
) 
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6. DISCUSSÃO 

 
Giardia lamblia é o protozoário intestinal humano mais comum e está 

distribuído em todo o mundo, causando infecções que variam de assintomáticas a 

diarreia crônica e má absorção (ADAM, 2021). A giardíase é considerada uma 

doença negligenciada, com prevalência maior em crianças de 3 a 12 anos 

(EINARSSON et al., 2016; FONSECA et al., 2017). Portanto, a amamentação torna- 

se uma importante fonte de proteção a essa parasitose, tendo em vista que o 

colostro possui componentes importantes para o controle da G. lamblia, como 

células, hormônios e citocinas (PEREIRA et al., 2018). 

No presente estudo a concentração de melatonina diminuiu em colostro de 

mães que tiveram um contato recente com G. lamblia. Por outro lado, numa infecção 

tardia houve aumento na concentração desse mesmo hormônio. Corroborando com 

esse resultado, um estudo revelou que durante infecções por G. lamblia ocorre um 

aumento na concentração do hormônio melatonina, assim como em pacientes 

infectados por Entamoeba histolytica (AL-HADRAAWYA et al., 2016; AL- 

HADRAAWY, 2018), o que poderia ser explicado por sua ação imunomoduladora, 

importante no controle da giardíase, considerando que esse mesmo hormônio é 

capaz de aumentar fagocitose de fagócitos mononucleares de colostro em contato 

com trofozoíto de G. lamblia (FRANÇA-BOTELHO et al., 2006; PEREIRA et al., 

2018). 

Dentre os hormônios presentes no colostro destaca-se a melatonina e cortisol 

que possuem importante ação imunomoduladora em células do colostro 

(FAGUNDES et al., 2012; HARA et al., 2013). Durante a gestação a produção de 

melatonina segue ritmo circadiano, com sua produção maior durante períodos 

noturnos, e a partir da 24ª semana de gestação essa produção aumenta comparado 

a mulheres não gravidas e retornando aos valores não gestacionais no puerpério. 

Durante o período gestacional fica evidente que ocorre transferência materna de 

melatonina, o que contribuiu para uma produção circadiana de melatonina fetal, 

tendo em vista que níveis maiores de melatonina foram encontrados em sangue de 

cordão umbilical de recém-nascidos que nasceram durante período noturno e com 

concentrações maiores nas artérias umbilicais comparado a veia umbilical 

(NAKAMURA et al., 2001). 
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Após a gestação, onde inicia-se a amamentação, a melatonina segue 

produção circadiana, com uma produção maior em 35% em relação a melatonina 

sérica, além de apresentar alterações de concentração dependendo da fase de 

maturação do leite materno, se mantendo estável em condições de armazenamento 

com congelamento e descongelamento do leite materno, o que é importante para o 

estabelecimento e manutenção de ritmos biológicos e sincronização do recém- 

nascido (FRANÇA et al., 2010; SILVA et al., 2013; MOLAD et al., 2019; VINE et al., 

2022). 

Em infecções por diversos parasitos protozoários a melatonina atuou como 

importante fator tanto na indução de resposta imunológica efetora, bem como na 

imunomodulação, contribuindo para prevenção de danos teciduais causados por 

infecções com protozoários (FRANÇA-BOTELHO et al., 2012; DARYANI et al., 

2018). Como evidencia o estudo feito por Santello et al., 2007 que demonstrou que o 

uso de melatonina em ratos infectados com Trypanosoma cruzi foi responsável por 

reduzir significativamente no número de tripomastigotas sanguíneos em infecções 

agudas, como também o aumento de leucócitos, IL-2 (Interleucina 2) TNF-α e IFN-γ 

(Interferon-gama) no pico da parasitemia e a proteção do tecido cardíaco com 

diminuição de infiltrados inflamatórios e a presença de amastigotas no local. 

Outro estudo que avaliou os efeitos do tratamento com melatonina em ratos 

infectados com Enterobius vermicularis demontrou que o grupo tratado com o 

hormônio teve diminuição no número de ovos e vermes, bem como no aumento de 

leucócitos no intestino e diminuição de pontos de necrose intestinal, demonstrando 

mais uma vez um efeito protetor da melatonina em infecções parasitarias (SHAIMAA 

et al., 2021). 

Neste estudo avaliamos a concentração de cortisol no sobrenadante de 

nutrizes com ou sem anticorpos IgM e IgG anti-G. lamblia e independentemente da 

soropositividade as concentrações de cortisol foram similares entre os grupos 

avaliados. Estudo anterior evidenciou efeitos dos hormônios melatonina e cortisol 

sobre fagócitos de colostro em interação com G. lamblia o que sugere que esses 

hormônios podem regular a atividade funcional de células do colostro e ser um 

importante mecanismo de defesa para proteção e tratamento de doenças 

parasitárias (PEREIRA et al., 2018). 

Estudo experimental com gerbils infectados com G. lamblia e tratados com 

hidrocortisona mostrou que esse grupo teve recrudescência maior da doença 
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(LEWIS et al., 1987). Enquanto que em estudo recente com gerbils também 

infectados por G. lamblia e tratados com dexametasona mostrou que esse 

glicocorticoide foi capaz de inibir a formação de pontos de inflamação no epitélio do 

duodeno, mantendo vilosidades longas e íntegras, além de promover aumento de 

área de mucinas intestinais em relação ao controle infectado não tratado, 

demonstrando que o fármaco foi responsável por evitar o surgimento de lesões 

durante enterite causada pela infecção por G. lamblia, causada pela exacerbação da 

resposta imunológica local (AMARAL et al., 2021). 

Em outros estudos com diversas infecções parasitarias foi demonstrado o 

aumento nos níveis de cortisol, como em infecção experimental por Leishmania 

infantum, onde esse aumento foi correlacionado com o aumento de IL-10 e TGF-β e 

correlacionado negativamente com leucócitos e IFN-γ (BARROS-GONÇALVES et 

al., 2021). Esse aumento do cortisol também foi evidenciado em infecções humanas 

como na leishmaniose visceral (VERDE et al., 2011), malária (ABDAGALIL e 

ELBAGIR, 2009) e chagas (SAVINO, 2017). 

Somando a alterações nos níveis de melatonina, células CD4+CD25+FOXP3+ 

apresentaram uma porcentagem maior em colostro de mães positivas para IgM 

comparado ao grupo controle e positivo para IgG anti-G.lamblia, demonstrando que 

a infecção por G. lamblia desenvolve um ambiente regulatório. Células Tregs são 

uma das maiores populações celulares capazes de induzir tolerância imunológica, 

constituindo de 5 a 10% das células TCD4+, tornando-se importante na manutenção 

da homeostase do sistema imunológico e na prevenção de autoimunidade 

(JOSEFOWICZ et al., 2012). 

Estudo com bovinos infectados com G. lamblia demonstraram que ocorre 

proliferação de células TCD4+FOXP3+, sugerindo a existência de mecanismos 

regulatórios durante a giardíase (GRIT et al., 2014). Em contrapartida, em 

camundongos com susceptibilidade a infecção por G. lamblia ocorre aumento no 

número de células Tregs em relação a Th17, indicando que ocorre uma supressão 

da resposta inflamatória conduzida por Th17 e dificultando uma resposta protetora 

ao parasito (YORDANOVA et al., 2019). 

O aumento de células Tregs em infecções por G. lamblia é observada tanto 

em humanos parasitados quanto em animais de experimentação, demonstrando que 
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essa resposta regulatória é importante para prevenção de danos teciduais induzidos 

por uma reposta imunológica exacerbada em infecções crônicas. No entanto, essa 

ativação precoce pode favorecer ao aumento de carga parasitária e manifestações 

clinicas mais graves (YAHYA et al., 2014; REYES-DUARTE et al., 2022). 

Células Tregs sofrem a influência do hormônio cortisol, como também da 

melatonina. A exposição de células mononucleares a dexametasona em um período 

de 24 horas foi capaz de reduzir a expressão de FOXP3, CD28 e CD80, 

representando os efeitos de um estresse agudo. Essa mesma exposição em um 

período de 11 dias reduziu o equilíbrio de citocinas Th1/Th2 e expressão de CTLA-4, 

como o resultado do estresse crônico (XIANG e MARSHALL, JR., 2010). Enquanto, 

a administração in vitro de melatonina diminuiu a resposta de células Th1 e Th17 e a 

produção de citocinas pró-inflamatórias relacionadas e aumentou a expressão de 

FOXP3 e produção de IL-10 em células CD4+ de pacientes com miastenia gravis, 

indicando a ação imunorregulatoria do hormônio melatonina (CHANG et al., 2020), 

corroborando com nossos resultados que evidenciaram uma correlação positiva 

entre a melatonina e células T regulatórias. 

Sabe-se que células TREGS intestinais são capazes de regular respostas 

imunológicas a alimentos, autoantígenos e microbiota, por meio da secreção de 

citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β (MAJLESSI et al., 2008). Este 

estudo evidenciou que a infecção com G. lamblia não alterou significativamente a 

concentração de IL-10, mas aumentou a concentração de TGF- β no colostro. 

Corroborando com nossos resultados, estudo prévio demonstrou o aumento na 

produção de TGF- β por células mononucleares quando exposta a trofozoítos de G. 

lamblia (BRUNE et al., 2021). De maneira geral, o TGF-β diminui a resposta 

imunológica celular e em algumas infecções determina quadros sintomáticos 

(BANSAL et al., 2005). Enquanto Tregs que liberam grandes concentrações IL-10 

evita quadros de disbiose e inflamação intestinal presentes em infecção por G. 

lamblia (DANN et al., 2018). 

Estudos que avaliaram a produção de citocinas em animais infectados por G. 

lamblia evidenciou que ocorre a produção de citocinas tanto inflamatórias como IFN- 

γ, bem como a produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-4 (Interleucina 4), 

que é responsável por estimular Th2 (T helper 2) e inibir repostas Th1 (T helper 1), 
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assim como IL-10, responsável por contrabalancear respostas inflamatórias, 

suprimindo a atuação de macrófagos e evitando danos teciduais imunomediados 

(REDPATH et al., 2014; MAHMOUD et al., 2018; ABO‐ZAID; HAMDI, 2022). 

Este mesmo cenário ocorre em humanos infectados com G. lamblia, com 

aumento na produção de IL-10 durante a infecção e o aumento dessa citocina em 

relação a IFN-γ, demonstrando a sua importância na proteção tecidual a excesso de 

respostas inflamatórias (SAGHAUG et al., 2016; WEATHERHEAD et al., 2017; 

KHALAF et al., 2021). 

É demonstrado pela literatura que em infecções concomitantes entre 

helmintos e outros microrganismos, como bactérias, vírus e protozoários, esses 

patógenos tendem a suprimir respostas do tipo Th1 e Th2 e induzir ao aumento das 

respostas regulatórias, com a ação de células Tregs produzindo e secretando IL-10 

e TGF-β, fazendo com que se protejam da resposta imunológica do hospedeiro 

(EZENWA e JOLLES, 2011; CHARD et al., 2019). 

Em estudo que comparou a produção de diversas citocinas de diferentes 

perfis imunológico, bem como a produção de anticorpos entre infecção experimental 

e imunização oral com VSPs em gerbils, evidenciou que nos dois eventos ocorreu o 

aumento da produção de TGF-β e que a produção dessa citocina estaria relacionada 

com o aumento de S-IgA (Imunoglobulina A secretória) e a diminuição da ocorrência 

de inflamação intestinal nos animais que foram imunizados (SERRADELL et al., 

2018). 

Em outras infecções humanas por diferentes protozoários como Toxoplasma 

gondii, Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi, é evidenciado que ocorre aumento de 

produção de TGF-β, por meio da indução da diferenciação de células TCD4+ em 

células iTregs, como mecanismo de evasão a resposta imunológica do hospedeiro 

(CHULANETRA e CHAICUMPA, 2021). 

Essas citocinas inibem a resposta inflamatória por terem função 

imunomoduladora na infecção. Esta resposta imunorregulatória intestinal pode ser 

induzida pelo hospedeiro a fim de reduzir a inflamação e dano tecidual 

imunomediado ou pelo próprio parasita a fim de promover sua persistência no 

intestino. Portanto, a liberação de IL-10 e TGF-β durante infecções por G. lamblia é 
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importante para prevenir o recrutamento de células inflamatórias (ZHOU et al., 2007; 

GRIT et al., 2014; LOPEZ-ROMERO et al., 2015). 
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7. CONCLUSÃO 

 
Com os dados obtidos no estudo, que demonstrou o aumento de células 

Tregs e TGF-β em colostro de mães com reatividade para IgM anti G. lamblia, pode- 

se concluir que a melatonina pode estar exercendo uma ação direta sobre as células 

Tregs e gerando um ambiente regulatório durante uma infecção por G. lamblia, uma 

vez que houve correlação positiva entre a concentração de melatonina e o 

percentual de células T regulatórias, tanto no colostro de mães soronegativas para 

IgM e IgG anti-G. lamblia. E que esse ambiente regulatório é importante para 

controlar os efeitos do excesso de uma resposta imunológica, que traz prejuízos 

tanto para a mãe quanto para o recém-nascido. Sendo assim a amamentação é 

importante fator para controle de infecções parasitárias quanto no controle de 

inflamações exacerbadas. 
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APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

I - TÍTULO DA PESQUISA: EFEITOS DE CÉLULAS T REGULATÓRIAS DO 
SANGUE E COLOSTRO MODULADAS PELOS HORMÔNIOS MELATONINA E 
CORTISOL NA INFECÇÃO POR GIARDIA LAMBLIA. 

1. Pesquisadores e instituições envolvidas: Me. Adriele Ataides de Queiroz – 
Campus Universitário do Araguaia – Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT) 

Profa. Dra. Maria Aparecida Gomes - Universidade Federal de Minas Gerais 
(UFMG). 

Profa. Dra. Adenilda Cristina Honório-França - Campus Universitário do Araguaia - 
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). 

Prof. Dr. Eduardo Luzía França - Campus Universitário do Araguaia - Universidade 
Federal de Mato Grosso (UFMT). 

2. Justificativa e objetivos: Como informado, o parasito intestinal, Giardia lamblia, 
juntamente com determinados hormônios, sendo eles, melatonina e cortisol, podem 
modificar alguns componentes do sistema de defesa do organismo. É possível que 
isto influencie na qualidade do leite materno que protege a criança contra infecções. 
Por este motivo, para o desenvolvimento deste projeto, será necessário a coleta de 
leite materno (colostro) e sangue para avaliarmos se o parasito e os hormônios 
podem influenciar na atividade de determinados componentes do sistema de defesa 
materno. 

3. Procedimentos: Coleta de sangue, em um volume aproximado de 8 ml, por 
punção venosa e coleta de leite humano (colostro) excedente, cerca de 8 ml, por 
ordenha manual (retirada manual do leite, através de massagem e expressão das 
mamas). 

4. Possíveis riscos e desconforto: Os riscos e desconforto são mínimos, pois a 
coleta de sangue e colostro é feita com técnica adequada por profissionais 
devidamente habilitados e com materiais descartáveis, mas poderá haver certo 
desconforto, resultante da expressão manual das mamas. Em caso de relato de 
qualquer incômodo, a coleta será interrompida imediatamente. 

5. Benefícios previstos: Para as atuais participantes do estudo: incentivo à 
amamentação, assistência e orientações sobre a amamentação, melhora nos 
conhecimentos sobre os mecanismos de defesa imunológica presentes no leite, que 
são passados aos seus filhos durante a amamentação. Acredita-se que o benefício a 
ser obtido será um melhor conhecimento sobre a influência da giardíase na 
qualidade do leite materno e seus componentes imunológicos, favorecendo o 
desenvolvimento de condutas futuras que poderão beneficiar as pacientes, evitando 
maiores riscos aos recém-nascidos. 

II - OBSERVAÇÃO: Atendendo a resolução CNS 466/12, este Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido é elaborado em duas vias, devidamente 
assinadas pelo pesquisador, uma via deste termo será entregue ao participante da 
pesquisa e a outra ficará sob a guarda pesquisador. 

III - ENCERRAMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E 
ESCLARECIDO 
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Eu................................................................................................................................... 
...............fui informada dos objetivos, procedimentos, riscos e benefícios desta 
pesquisa, descritos acima. Entendo que terei garantia de confidencialidade, ou seja, 
que apenas os resultados dos exames realizados com o sangue e leite materno 
serão divulgados e ninguém, além dos pesquisadores, terá acesso aos nomes dos 
participantes desta pesquisa. Entendo também, que tenho direito de receber, 
sempre que desejar, outras informações sobre o estudo, entrando em contato com a 
pesquisadora (Me. Adriele Ataides de Queiroz). Fui informada ainda, que a minha 
participação é voluntária e que, se eu preferir não participar ou deixar de participar 
deste estudo em qualquer momento, isso NÃO influenciará no meu atendimento 
junto ao Hospital. Compreendendo tudo o que me foi explicado sobre o estudo e, 
estando de acordo em participar, assino embaixo. 

Assinatura do participante (ou do responsável, se menor): 
 
 
 
 
 

Assinatura do pesquisador principal: 
 
 
 
 

 

 

Me. Adriele Ataides de Queiroz. Rodovia BR-070, Km 5. Barra do Garças - Mato 
Grosso. CEP: 78600-000. E-mail: adrieleaqueiroz@hotmail.com 

 
 

  _, de de20 . 

mailto:adrieleaqueiroz@hotmail.com
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ANEXO A – Aprovação do CEP - CUA/UFMT 
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