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RESUMO

A giardiase, enteroparasitose cosmopolita causada pelo protozoario Giardia
lamblia, se encontra dentre as doencas diarreicas mais recorrentes nos paises
desenvolvidos e, principalmente, nos paises em desenvolvimento, sendo responsavel pela
ocorréncia de sindromes ma-digestivas e déficits fisicos e cognitivos em criancas
residentes. Dentre os grupos de vulnerabilidade na giardiase, incluem-se os individuos
imunossuprimidos em decorréncia de terapias cada vez mais agressivas, utilizadas para o
tratamento de doencas auto-imunes ou transplantes de 6érgdos. Nessa populacdo, a
giardiase pode resultar em cronicidade e gravidade da infeccdo. No entanto, alguns
individuos imunodeficientes podem permanecer assintomaticos, ainda que infectados
pelo parasito durante longos periodos. Diante das controveérsias que envolvem a giardiase
em hospedeiros imunossuprimidos, buscou neste trabalho contribuir para a elucidagao do
assunto, por meio da avaliacdo da permeabilidade intestinal e da analise histopatologica
e morfométrica no intestino delgado de gerbils, experimentalmente imunossuprimidos e
infectados por G. lamblia. Utilizou-se 35 gerbils com 4 a 6 semanas de idade, distribuidos
em 4 grupos experimentais, a saber: (CT) Controle (n=8), (CTIn) Controle-infectado por
G. lamblia (n=9), (IM) Imunossuprimido (n=9) e (IMIn) Imunossuprimido-infectado por
G. lamblia (n=9). Os animais dos grupos IM e IMIn receberam, durante 25 dias, um
tratamento com Dexametasona via intramuscular, para a indugédo de imunossupressdo. No
11° dia experimental, os animais dos grupos CTIn e IMIn foram desafiados com
trofozoitos de G. lamblia, e permaneceram infectados durante 14 dias. No 25° dia
experimental, administrou-se nos gerbils de todos os grupos, uma solucdo contendo
¥MTc-DTPA para a medigdo da permeabilidade intestinal. Apds esse procedimento,
realizou-se a eutanasia dos animais, seguida da coleta e do processamento histopatolgico
do intestino delgado e do baco. Os tecidos foram analisados por meio de histopatologia,
morfometria digital e reacdo imuno-histoquimica para o parasitismo. As analises
histopatoldgicas e morfométricas evidenciaram lesdes significativas na mucosa duodenal
do grupo CTIn, com vilosidades reduzidas de tamanho, criptas hiperplasicas, infiltrado
inflamatério moderado na lamina propria congruentes com 0 aumento da taxa de
renovacéo epitelial do tecido. Por outro lado, no grupo IMIn, observou-se auséncia de
inflamacdo, criptas intestinais profundas, porém, com vilosidades longas, delgadas e
integras. As células caliciformes no grupo IMIn se apresentaram hiperplésicas e
culminaram em aumento na producdo de muco intestinal. Observou-se ainda, no grupo
IMIn aumento significativo no nimero de trofozoitos de G. lamblia imunomarcados no
limen dos animais. Nao foram observadas alteragdes na permeabilidade intestinal dos
gerbils experimentados. Conclui-se, portanto, que a reducdo dos danos a mucosa
intestinal observada nos animais imunossuprimidos, infere que a resposta imune do
hospedeiro seja a principal responsavel pelo surgimento das lesdes durante a enterite
produzida por G. lamblia, no modelo experimentado. A protecdo da integridade intestinal,
em animais imunossuprimidos, particularmente, demonstra importante a¢do do sistema
imune inato, representado pelo muco, que se apresentou como um agente dificultador a
adesdo ao epitélio intestinal pelos trofozoitos de G. lamblia. O aumento do nimero de
parasitos no Iimen intestinal dos gerbils do grupo IMIn, confirma a cronicidade
observada em humanos imunossuprimidos acometidos por giardiase, suscitando o0s
gerbils como bons modelos para o estudo de infecgdes por G. lamblia em hospedeiros
imunossuprimidos.

Palavras-chave: Giardia lamblia, Giardiase, Imunossupressdo, Histopatologia intestinal,
morfometria intestinal, Permeabilidade intestinal.



ABSTRACT

The giardiasis, cosmopolitan enteroparasitosis caused by the protozoan Giardia lamblia
is among the most recurrent diarrheal diseases in developed countries and especially in
developing countries, being responsible for poor digestion’s syndromes, physical and
cognitive deficits in resident children. Among the groups of vulnerability in the
management, include the main immunosuppressed, as a result of aggressive therapies
used for the treatment of autoimmune diseases or organ transplants. In this population,
giardiasis can result in chronicity and more severe infection. However, many
immunodeficient individuals remain asymptomatic, although infected by the parasite for
long periods. In view of this controversy, the aims of this study were to contribute to the
elucidation of the subject through the evaluation of small intestinal permeability,
histopathological and  morphometric  analysis in  gerbils  experimentally
immunosuppressed and infected by G. lamblia. In this study were used 35 gerbils 4 to 6
weeks old distributed in 4 experimental groups: Control (CT) [n = 8], Control-infected
by G. lamblia (CTIn) [n = 9], Immunosuppressed IM) [n = 9] and Immunosuppressed-
infected by G. lamblia (IMIn) [n = 9]. The animals of the IM and IMIn groups received
a treatment with Dexamethasone intramuscularly for 25 days for induction of
immunosuppression. On the 11th experimental day, animals in the groups CTIn and IMIn
were challenged with G. lamblia trophozoites remained infected for 14 days. On the 25th
experimental day was administered on gerbils of all groups, a solution containing 99mTc-
DTPA for evaluation of intestinal permeability. After this procedure, the euthanasia of
the animals was produced, followed by collection and histopathological processing of the
small intestine and spleen. The tissues were analyzed by histopathology, digital
morphometry and immunohistochemistry for parasitism. Histopathological and
morphometric analyzes revealed significant lesions in the duodenal mucosa of the CTlIn
group, with reduced villi size, hyperplastic crypts, moderate inflammatory infiltrate in the
lamina propria and high rate of tissue epithelial renewal. On the other hand, in the IMIn
group no inflammatory events were seen and villi were long, thin and intact. Goblet cells
in the IMIn group were hyperplastic and culminated in increased production of intestinal
mucus. Furthermore, in the IMI group, a significant increase in the number of G. lamblia
trophozoites immunolabelled in the lumen of the animals was observed. No changes were
observed in the intestinal permeability of the gerbils experienced. Thus, the reduction of
intestinal damage in the intestinal mucosa of immunosuppressed animals, inferred an
immune response of the host is one of the main responsible for the emergence of
interactions during infection by G. lamblia in the experienced model. The protection of
the intestinal gut in immunosuppressed animals, in particular, is an important action of
the immune system, represented by mucus, which presents as an agent that makes it
difficult for adhesion to the intestinal epithelium by G. lamblia trophozoites. The increase
in the number of parasites in the gut of gerbils of the IMIn group confirms a chronicity
observed in immunosuppressed men affected by giardiasis, such as gerbils as good
models for the study of G. lamblia infections in immunosuppressed hosts.

Key-words: Giardia lamblia, Giardiasis, Immunosuppression, Intestinal histopathology,
Intestinal morphometry, Intestinal permeability.
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1. INTRODUGAO

Define-se infeccdo parasitaria como a penetracdo, desenvolvimento ou multiplicagdo
de um agente infeccioso no interior de outro organismo hospedeiro (FERREIRA et al. 2006).
Em seres humanos, as infeccdes parasitarias acometem cerca de 300 milhdes de pessoas,
causando-lhes morbidades severas (OSTAN et al., 2007), além de serem responsaveis por
mais de um milhdo de mortes anuais (MARIANO, 2014).

S&o inimeros 0s prejuizos a saude humana causados por infec¢fes parasitarias, que
vao desde a reducdo na qualidade de vida da populacédo até disfuncGes graves em 6rgéos
vitais (GIL, 2011; NEVES, 2011). Na populacdo infantil, sdo responséveis pelo baixo
rendimento escolar e cognitivo (BERKMAN et al., 2003; NIEHAUS et al., 2002). No
contexto econdmico, as doencas parasitarias conduzem a prejuizos relevantes, uma vez que
contribuem para aposentadorias precoces, gastos com medicamentos, consultas e
internaces, e, consequentemente, limitam a for¢a motriz humana de trabalho e a geracéo de
riquezas de um pais (NIEHAUS et al., 2002; MARIANO, 2014).

No ambito das doencas parasitarias, as intestinais assumem destaque pela sua
importancia epidemioldgica e altas prevaléncias, principalmente em paises em
desenvolvimento, nos quais estdo associadas as regides de bolsdes de pobreza, a auséncia ou
ineficiéncia de saneamento bésico, habitos higiénicos precarios, mas condi¢des de moradia
e, falta de acesso as informacGes sobre parasitoses e aos servicos de sadde. (WHO, 2005;
MARIANO, 2014; GIL, 2016).

Segundo (GORDIS, 2000), a gravidade das infeccBes entéricas decorre ainda de uma
série de fatores, que incluem a associacdo entre as variacdes genéticas dos parasitos, as
condicBes ambientais e os estados nutricional e imunoldgico do hospedeiro para que se
estabeleca a doenca.

Dentre os enteropatdgenos mais comumente encontrados parasitando o ser humano,
o flagelado Giardia lamblia (sin. Giardia duodenalis, Giardia intestinalis) se apresenta
como um protozodrio eucarioto importante no contexto de salde publica mundial, sendo
observados significativos quadros diarreicos e outros comprometimentos em adultos e
criangas (THOMPSON, 2000; KOOT et al., 2009).

Nas infec¢Oes por protozoarios entéricos, as criangas, as gestantes e os individuos
imunodeficientes sdo relatados como grupos de maior vulnerabilidade (SAVIOLI et al.,
2006). Em criangas, ocorrem cerca de 58 milhdes de casos de diarreia associada as infec¢bes
por protozodrios intestinais, com geracdo de custos estimados em 150 milhdes de dolares
anuais (WHO, 1991).
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Atualmente, a incidéncia mundial de individuos imunodeprimidos vem aumentando,
em decorréncia de infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), com estimativas
de 14.000 novos casos ocorrendo diariamente (BARSOUM, 2006). Este contexto se torna
preocupante, uma vez que a maioria das infec¢des pelo HIV acontecem em regides do mundo
onde 0 acesso ao tratamento € limitado, bem como sdo precérias as condi¢cdes ambientais e
de saneamento bésico (STARK et al., 2009).

Em contraste, em paises desenvolvidos, a incidéncia de individuos
imunossuprimidos aumenta em decorréncia de intervencdes medicas com terapias
Imunossupressoras cada vez mais agressivas, associadas aos tratamentos de doencas auto-
imunes e hematopoiéticas, além de intervencGes imunossupressoras para o transplante de
Orgdos, com estimativas de cerca de um milhdo de oOrgdos transplantados anualmente
(BACHUR et al., 2008).

Em estudo conduzido por Boyd & Bachman (1982) demonstrou-se que amostras de
fezes de pacientes soropositivos de diversas regides do mundo, bem como em pacientes
acometidos com imunodeficiéncias diversas, tais como hipogamaglobolunemia, Sindrome
de Bruton e imunodeficiéncia comum variavel, G. lamblia foi um dos protozoarios mais
frequentemente encontrado, sendo identificado como o agente causal de diarreia cronica
nesses individuos. Em associagdo, criancas com Sindrome nefrética que fazem uso de
corticosteroides, pacientes que acometidos por desnutricdo hipoproteica, Kwashiorkor-
marasmatico e linfoma, apresentaram risco significantemente maior de adquirir infec¢bes
por G. lamblia (NOURELDIN et al., 1999).

No entanto, apesar da significancia clinica encontrada em pacientes
imunodeprimidos infectados por G. lamblia, alguns estudos demonstraram que a enterite
causada por G. lamblia em individuos imunodeficientes ndo se difere da encontrada em
pacientes imunocompetentes, com giardiase sintomatica (ANGARANO et al., 1997,
MOOLASART, 1999). Tais controvérsias, aliadas aos escassos dados na literatura, a
ambiguidade acerca da biologia e patogenia do parasito, a alta prevaléncia mundial da
giardiase e ao aumento da incidéncia de pessoas acometidas com imunodeficiéncias
diversas, tornam relevante a necessidade de mais investigacdes acerca do impacto da doenca

nesses individuos.
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1.1 Giardia
1.1.1 Taxonomia e nomenclatura

No periodo de 1632-1723, o microscopista Antony van Leeuwenhoek, observou
através de um microscépio Optico rudimentar, pequenos animaculos que se moviam numa
amostra de seus proprios excrementos fecais. Esses seres foram primeiramente denominados
por ele como “Pissabeds” — ele observou 0 movimento dos flagelos dos trofozoitos e pensou
ser um organismo que possuia muitos ‘pés’ que se movimentavam ativamente — devido a
sua semelhanca, a primeira vista, com pequenos crustaceos isopodes das espécies Oniscus
asellus e Porcellio scaber (DOBELL, 1920). Anos mais tarde, esses micro-organismos

seriam classificados como pertencentes ao género Giardia (KUNSTLER, 1882).

Originalmente criado por Kunstler em 1882, o género Giardia passou por diversas
modifica¢fes na nomenclatura do taxon ao longo do tempo, a medida em que os flagelados
eram encontrados parasitando diferentes hospedeiros. A nomenclatura Giardia, passou a ser
largamente adotada, a partir de um estudo com base na morfologia detalhada dos trofozoitos,
realizada por Filice em 1952, o qual prop0s trés espécies como pertencentes ao género: G.
muris, parasita de roedores, G. duodenalis (sinonimias: G. lamblia e G. intestinalis),
encontrada no intestino delgado de mamiferos, e G. agilis como parasita de anfibios
(KUNSTLER, 1882; FILICE, 1952).

Atualmente, sdo pertencentes ao género, sete espécies, incluindo-se, além das trés
espécies citadas anteriormente: G. psittaci encontrada em periquitos (ERLANDSEN &
BEMRICK, 1987), G. ardae em garcas azuis (ERLANDSEN et al., 1990a), G. microti em
ratos-almiscarados (van KEULEN et al., 1998) e a recém-descrita G. peramelis, parasita de
marsupiais (ADAMS et al., 2004). Dessas, somente a espécie G. lamblia é encontrada
parasitando seres humanos, nos quais causa a doenca conhecida como giardiase
(THOMPSON, 2000).

O género Giardia se encontra classificado taxonomicamente, sob bases
morfoldgicas, como pertencente ao Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe
Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida e Familia Hexamitidae (MORRISON et al.,
2007). Entretanto, a sistematica atual, sob bases genéticas, morfologicas e bioquimicas,
inclui o género no Filo Matomonada, Subfilo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe
Trepomonadea, Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia Giardiidae (CAVALIER-
SMITH, 2003).
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1.1.2 Variacao genética

Embora se apresentem como protozoarios morfologicamente simples, anélises
moleculares sugerem que a espécie Giardia lamblia seja na verdade um complexo de
espécies, que abriga uma enorme variabilidade genética (MONIS et al., 2003a). Até o
momento, foram descritos oito assemblages (grupos) da espécie, subdivididos de “A” a “H”,
agrupados em subassemblages (sub-grupos), a partir da caracterizacdo de diferencas
encontradas em genes de enzimas metabdlicas, e em caracteristicas morfologicas e ultra-
estruturais dos trofozoitos e cistos (PLUTZER et al., 2010).

As assemblages de G. lamblia se diferem significantemente umas das outras,
demonstrando uma relagdo intima quanto a preferéncia de hospedeiro (MONIS et al.,
2003a). Por muito tempo, afirmou-se que as assemblages “A” ¢ “B”, que englobam quatro
sub-grupos genéticos (I-1V) (ANDREWS et al., 1989), apresentavam exclusiva
especificidade com hospedeiros humanos, devido ao fato da infeccdo humana sé ocorrer por
meio de um parasitismo restrito a esses dois gendtipos (ANDREWS et al., 1989). Contudo,
isolados pertencentes a assemblage “B” j& foram recuperados de outras espécies de animais
(MONIS et al., 1999). Da mesma maneira, parasitos do sub-grupo genético “I”, pertencente
a assemblage “A” ja foram isolados tanto de hospedeiros humanos quanto de animais. Ha
ainda grandes variagdes dentro da assemblage “A”, onde se observa isolados
especificamente restritos a hospedeiros humanos (sub-grupo I1) e outros exclusivamente em
animais (MONIS et al., 2003b).

Varios hospedeiros, incluindo seres humanos, animais domesticos e de criagdo, bem
como algumas espécies de vida selvagem ja foram encontrados parasitados por genotipos
em comum, inclusos nas assemblages “A” e “B” (THOMPSON, 2000). Tal fator se revela
um indicio do potencial zoonético da giardiase, entretanto, a significancia clinica da doenca,
nesse contexto, ainda néo foi devidamente elucidada (PLUTZER et al., 2010). As demais
assemblages de G. lamblia (C-H) parecem assumir um carater restrito a um hospedeiro de
preferéncia. Sendo as assemblages “C” e “D” restritas a canideos (HOPKINS et al., 1997,
1999; MONIS et al., 1998), “E” aos gados (animais de produg¢do) (EY et al., 1997), “F” em
gatos domésticos e “G” em roedores, respectivamente (MONIS et al., 1999). A assemblage
“H”, por sua vez, descrita mais recentemente, foi isolada de focas marinhas (LASEK-

NESSELQUIST et al., 2010).
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1.1.3 Formas evolutivas

O protozoario Giardia lamblia se apresenta sob duas formas evolutivas: o trofozoito

(forma vegetativa) e o cisto (forma infectante).
1.1.3.1 Trofozoito

O trofozoito de G. lamblia (Figura 1) se apresenta como um micro-organismo
unicelular, binucleado, com localizagéo extracelular no hospedeiro, na por¢do do limen, que
se mantém fortemente aderido & mucosa intestinal (SOLARI et al, 2003). E também a forma
replicativa e vegetativa da giardiase, responsavel pelas manifestacdes fisiopatologicas e
clinicas da doenca, embora néo seja considerado um parasito invasivo de células e/ou tecidos
(ALLAIN et al., 2017).

O corpo do parasito possui de 10 a 12 um de comprimento, 5a 7 pum de largurae 1
a 2 um de espessura (GILLIN et al, 1996). Possui simetria bilateral e morfologia piriforme
(formato de “péra” ou “gota”), assumindo uma curvatura concava dorso-ventralmente
(NEVES et al., 2011). A reproducéo do trofozoito € do tipo assexuada por divisao binaria
longitudinal, e a nutricdo do mesmo ocorre por pinocitose através da membrana plasmatica,
tanto na face ventral quanto na dorsal, sendo as condi¢des 6timas de desenvolvimento em
cultura axénica mantida em estufa 37°CeopH 7 a 7,2 (KEISTER, 1983).

A sustentacdo do corpo do trofozoito ocorre por meio de um citoesqueleto que
contém oito corpos basais, responsaveis por ancorar os quatro pares de flagelos (anterior,
posterior, ventral e caudal) que emergem antero-lateralmente, postero-lateralmente e na
regido caudal, respectivamente, oriundos do corpo mediano e do disco ventral, proximos a
linha média, em posicdo antero-ventral aos ndcleos (ADAM, 1991; ANKARKLEYV et al.,
2010).

O disco ventral, disco estriado ou ainda, disco adesivo, é uma estrutura rigida,
cbncava, formada por microtibulos entrelacados, que ocupa cerca de dois tercos da
superficie ventral do corpo do trofozoito (ADAM, 1991). E talvez a estrutura mais
importante para 0 parasito, encontrada somente no género Giardia. Tem como funcédo
principal, se aderir fortemente a mucosa intestinal de onde obtém os nutrientes necessarios
para o seu metabolismo. Além disso, possui um importante papel na sobrevivéncia do
parasito, evitando que o mesmo seja eliminado durante o transito intestinal (ADAM, 2001,
ALLAIN et al., 2017).
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Os corpos medianos sao estruturas que se assemelham morfologicamente a um par
de “garras” ou “virgulas” associados as func¢des de biogénese do disco ventral, nucleag¢ao do
parasito e reserva de microtabulos (PIVA & BENCHIMOL, 2004). Essas estruturas sao
formadas por proteinas da familia das tubulinas (a e ) e proteinas contrateis do citoesqueleto
denominadas giardinas (presentes também no disco ventral) (FEELY et al., 1982;
CROSSLEY et al., 1986).

No corpo do trofozoito se observa, ainda, a presenca de dois nucleos ovalados,
diploides (2 x 2N), idénticos morfologicamente e geneticamente, localizados na metade
anterior da célula (SOLARI et al., 2003). Também estéo presentes organelas citoplasmaticas
caracteristicas de organismos eucariotos primitivos, tais como vacuolos lisossémicos,
granulos de glicogénio e ribossomais, e um aparato golgiense reportado em trofozoitos em
processo de encistamento. Organelas tipicas como mitocondrias, peroxissomos, reticulo

endoplasmatico liso e nucléolos ndo sdo observadas (ADAM, 1991).

Fonte: CERESA, B. Molecular Regulation of Endocytosis, 1. ed. 2012, cap. 11. 465p.

Figura 1 — Fotomicrografia do Trofozoito de G. lamblia em posi¢do ventral. Em evidéncia: o

disco adesivo e os flagelos (setas).

1.1.3.2Cisto

O cisto de G. lamblia (Figura 2), é a forma infectante do parasito eliminada nas fezes
de hospedeiros infectados e responsavel pela propagacdo da doenca. Possui morfologia
eliptica caracteristica, com medidas aproximadas de 8 a 12 um de comprimento € 7 a 10 um
de largura. E envolto por uma fina parede cistica de 0,3 a 0,5 um de espessura, composta por

uma membrana interna dupla que o isola das adversidades ambientais (ADAM, 2001).
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A porc¢éo externa da parede cistica é coberta por uma rede de 7 a 20 nm de filamentos
(ERLANDSEN et al., 1989;1990b), compostos por quatro grandes cadeias proteicas de 29,
75, 88 e 102 kDa de tamanho, que sdo proteinas originadas da parede do cisto, e componentes
derivados do acUcar, que somam cerca de 60% dos carboidratos de composic¢éo da estrutura,
a maioria B (1-3)-N-acetil-d-galactosamina (GaINAc) (ERLANDSEN et al., 1990b).

No interior do cisto é possivel observar dois ou quatro ndcleos delimitados pela
carioteca e ligados ao reticulo endoplasmatico, além de um nimero variavel de fibrilas (ou
axonemas de flagelos) que dardo origem aos flagelos formados. Apresentam ainda
fragmentos dos corpos medianos, em formato de virgula, e outros fragmentos de disco,
representando os primdrdios do disco adesivo. Assim como nos trofozoitos, também estdo

presentes vesiculas periféricas similares aos vacuolos lisossdmicos (GIL, 2016).

Os cistos de G. lamblia sdo estruturas imdveis, relativamente inertes, com taxas
metabolicas cerca de 80% menores do que as dos trofozoitos (ADAM, 2001). S&o resistentes
as condicbes ambientais, podendo permanecer vidveis durante meses em aguas com
temperaturas entre 4 e 10 °C (WOLFE, 1992). Séo resistentes também a lise hipotbnica, ao
acido gastrico (PAGET et al., 1998; LUJAN & TOUZ, 2003) e a agdo de cloro e
desinfetantes, bem como de luz ultravioleta. A submissdo dos cistos a um processo de
ebulicdo é considerada uma eficiente forma de inativacdo dos mesmos. Por outro lado, ja foi
demonstrado que alguns deles sobrevivem dias sob congelamento em freezer convencional
(ORTEGA & ADAM, 1997).

Fonte: CERESA, B. Molecular Regulation of Endocytosis, 1. ed. 2012, cap. 11. 465p.

Figura 2 — Fotomicrografia de varredura evidenciando o Cisto de G. lamblia.
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1.1.4 Ciclo biolégico

O ciclo biologico de G. lamblia envolve apenas um hospedeiro, sendo classificado,
portanto, como monoxeno, podendo ser reiniciado no mesmo individuo parasitado (auto-

infeccdo externa) ou estendido a outros.

Inicia-se a partir da ingestdo do cisto viavel. O processo de infeccdo neste momento
é relativamente facil, pois pode resultar a partir da ingestdo de apenas dez cistos (ORTEGA
& ADAM, 1997). Uma vez ingerido, o cisto inicia um processo de excistacdo, por meio da
acdo das enzimas pancreaticas quimotripsina e tripsina, e pela exposicdo ao pH baixo do
acido gastrico, que juntos atuam pré-digerindo a parede cistica. Este processo é ainda
melhorado pela presenca de multiplos fatores, incluindo o aumento do pH e o contato com
sais de bile priméarios, ambiente tipico observado a partir da por¢do proximal do intestino

delgado, a saber, o duodeno e inicio do jejuno (GILLIN, et al., 1989).

No duodeno, fissuras nos polos da parede cistica permitem a emersao, primeiramente
dos flagelos, seguido do corpo de uma forma intermediaria denominada excizoito. Cisteinas-
proteases, oriundas das vesiculas lisossémicas periféricas possuem um importante papel
proteolitico durante a excistacdo, auxiliando na degradagdo de dentro para fora, da parede
cistica e otimizando a liberacdo do excizoito. No interior do excizoito recém-liberado,
observa-se 0 aumento de suas atividades metabolicas e expressdo génica, que culminam na
ativacdo de organelas e genes ligados a motilidade e a formacdo do disco adesivo dos
trofozoitos. Finalmente, apds alguns ciclos de replicacdo celular do excizoito, sdo formados
quatro trofozoitos vegetativos (ANKARKLEYV et al., 2010).

Os trofozoitos rapidamente se aderem aos enterdcitos duodenais, via disco ventral e
batimento dos flagelos, e iniciam o processo de replicacdo através de sucessivos ciclos de
fissdo binaria, com o surgimento de uma nova geracdo a cada 6 a 12 h in vitro
(ANKARKLEV et al., 2010). Os parasitos colonizam, preferencialmente, as primeiras
porcBes do intestino delgado, as criptas duodenais e a mucosa jejunal proximal. No ileo,
regido final do intestino, a escassez de colesterol e a exposicdo dos trofozoitos aos acidos
graxos, induzem ao processo de encistamento, nos quais se inicia a transformacao das formas
vegetativas moveis em cistos imdveis, infectantes (ORTEGA & ADAM, 1997;
ANKARKLEYV et al., 2010).

As condigdes especiais do intestino delgado permitem a sobrevivéncia dos
trofozoitos de G. lamblia, enquanto também atuam como gatilhos para o processo de
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encistamento (GILLIN et al., 1987). Acidos graxos n&o-saturados sio toxicos para G.
lamblia, enquanto que os saturados ndo apresentam toxicidade para os parasitos. A presenca
de sais de bile secundarios reduz a toxicidade dos acidos graxos e aumenta o pH intestinal
através da ionizacdo dos mesmos e de sua posterior transformacdo em micelas (HOFMANN
& RODA, 1984). Deste modo, os sais biliares parecem atuar promovendo o encistamento
por meio da blindagem dos &cidos graxos, impedindo os efeitos diretos dos mesmos sobre
os trofozoitos de G. lamblia (GILLIN et al., 1988).

Uma vez completo o processo de encistamento, os cistos sdo entdo conduzidos, via
fluxo intestinal até o meio externo, onde sdo eliminados juntamente com as fezes, se

tornando habeis para infectar novos hospedeiros susceptiveis (ANKARKLEYV et al., 2010).

1.2 Giardiase
1.2.1 Importancia e Epidemiologia

Desde as primeiras descri¢cBes dos protozoarios do género Giardia, em meados do
século XVII, discutia-se a existéncia da significancia epidemioldgica desses micro-
organismos, devido as duvidas recorrentes quanto a sua efetiva patogenicidade (BUSATTI
et al., 2006). Entretanto, nas Ultimas décadas, a espécie Giardia lamblia vem despertando
interesses cientificos e clinicos pela frequéncia com que € relatada, e pelo desencadeamento
de quadros de diarreia e ma-absorcdo, especialmente em criancas e animais jovens,
(THOMPSON, 2000; KOOT et al., 2009; CARVALHO, 2011).

A maior prevaléncia da giardiase, infeccdo causada pela espécie G. lamblia, ocorre
em pos-lactentes e pré-escolares (criangas de oito meses a dez anos de idade) e constitui,
nessa populacdo, um significativo problema no cenario de salde publica, principalmente
guando associada a quadros de desnutri¢cdo e imunodeficiéncias (GENDREL et al., 2003;
HARWOOD et al., 2005; MUKHOPADHYAY et al., 2007; MONDAL et al., 2009; ROY
et al., 2011). Diante dessas condigdes, a doenga pode contribuir de forma substancial para o
desenvolvimento de sérios déficits fisicos e cognitivos (NIEHAUS et al., 2002; BERKMAN
et al., 2003; BUSATTI et al., 2009; VENTURA, 2016), bem como outras sequelas a longo
prazo (HANEVIK et al., 2007; HALLIEZ & BURET, 2013).

A distribuicdo da giardiase é cosmopolita (Figura 3), sendo uma enteroparasitose
presente tanto em paises desenvolvidos (CDC, 2010) quanto nos paises em desenvolvimento

(DIB et al., 2008), cujas prevaléncias variam entre 3-7% e 20-30%, nessas regides,
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respectivamente (RATANAPO et al., 2008; JENSEN et al., 2009; FLETCHER et al., 2012).
Estima-se que, ocorram cerca de 280 milhdes de casos sintomaticos anuais em todo 0 mundo
(LANE & LLOYD, 2002; ALIA & HILLA, 2003), além de 500.000 novos casos relatados
a cada ano, na Africa, Asia e América Latina (WHO, 2005). No entanto, infere-se que tais
dados sejam subestimados, devido ao carater negligente com que a doenca, ainda hoje, €
tratada.

A infeccdo por G. lamblia estd associada a doenca gastrointestinal grave
(MARIANO, 2014), via rota fecal-oral, na qual ocorre a ingestéo direta de fezes mediante
contato com pessoas infectadas, ou &gua e alimentos contaminados com a forma infectante
do parasito (forma cistica) (ADAM, 2001; MONIS et al., 2009; SATO et al., 2013). A
resisténcia do cisto permite que o mesmo seja mantido durante periodos prolongados no
meio ambiente. Tal fator aliado a sua capacidade de propagacdo por reservatorios
antroponoéticos (THOMPSON & MONIS, 2012) e zoon6ticos (FENG & XIAO, 2011), e a
baixa dose infecciosa (10 a 100 cistos) (ARAUJO et al., 2008), possibilitam que a infeccao

ocorra até mesmo em regides providas de recursos sanitarios (VENTURA, 2016).

Nos paises desenvolvidos, G. lamblia é um dos parasitos intestinais mais comumente
diagnosticados, com prevaléncias em torno de 0,4 a 7% (HORMAN et al., 2004, CDC,
2010). Constitui-se a causa mais recorrente de surtos epidémicos de diarreia relatados nos
Estados Unidos (BALDURSSON & KARANSIS, 2011), sendo ainda, juntamente com
Cryptosporidium spp. um dos agentes etioldgicos mais frequentemente identificados, por
mais de uma década, no pais (MARIANO, 2014).

Estudos indicam que o desenvolvimento econdmico-social de diferentes regides do
mundo parece estar relacionado a ocorréncia ou ndo de sintomatologia, sendo 0s casos
sintomaticos nas infec¢des por Giardia mais frequentes nos paises em desenvolvimento, nos
quais as infeccdes pelo protozoario costumam ser exacerbadas e prevalentes (MASON &
PATTERSON, 1987; HOLLM-DELGADO et al., 2008; SIWILA et al., 2010).

As altas taxas de prevaléncia da giardiase em paises em desenvolvimento (1-60% em
algumas regides) sdo associadas, principalmente a precariedade ou auséncia de saneamento
basico (SAVIOLI et al., 2006), condi¢cdo que acomete cerca de um ter¢o da populacédo
mundial, residente nessas regioes (MENEZES et al., 2008). Acredita-se que a forma mais
comum de transmissdo de G. lamblia seja por meio do consumo de agua nao-tratada ou
tratada de forma inadequada, contaminada com fezes humanas e/ou de animais infectados.

Ha relatos ainda, de transmisséo a partir de colecdes de agua superficiais utilizadas para fins
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recreativos (UNGAR et al., 1984; FARTHING, 1989; GOLDIN et al., 1990; CEDILLO-
RIVERA et al., 2009).

Apesar da escassez de estudos relacionando giardiase e individuos
imunossuprimidos, alguns dados remetem a uma sintomatologia mais severa em grupos de
pessoas que sofrem de comprometimentos imunologicos (FAUBERT, 2000; STARK et al.,
2009; SOLAYMANI-MOHAMMADI & SINGER, 2010). Estudos sobre giardiase em
pacientes com imunodeficiéncia comum variavel (IDCV) relatam que 60% das infeccGes de
ordem gastrointestinal diagnosticadas nessa populagdo, o parasito Giardia lamblia se
apresentou como o agente infeccioso mais frequentemente identificado em cerca de 30% dos

doentes que manifestavam quadros de diarreia cronica e ma-absor¢do (CARVALHO, 2011).

Em pacientes imunodeprimidos em funcdo de infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), Giardia lamblia foi identificada como um dos
enteropatdgenos mais frequentes nas amostras fecais, com prevaléncias variaveis ao redor
do mundo: 6,15% na Italia (BRANDONISIO et al., 1999), 5,8% na Franca (COTTE et al.,
1993), 6% em Cuba (ESCOBEDO & NUNEZ, 1999), 1,5% na Coréia do Sul (GUK et al.,
2005), 3,8% na Etiépia (HAILEMARIAM et al., 2004), 1,9% em Honduras (LINDO et al.,
1998), 8,3% na india (PRASAD et al., 2000; MOHANDAS et al., 2002), 1,5% na Australia
(STARK et al., 2007), 5,3% no Ird (ZALI et al., 2004), 1,9% em Uganda (BRINK et al.,
2002), 16% no Brasil (CIMERMAN et al., 1999) e 17,7% em Los Angeles, Estados Unidos
(ESFANDIARI et al., 1997). No entanto, por razdes desconhecidas, a giardiase ndo é
considerada a principal causa de diarreia em pacientes infectados pelo HIV (ANGARANO
etal., 1997; STARK et al., 2009).

Devido as altas taxas de prevaléncia e a emergéncia de G. lamblia em vérios paises
ao redor do mundo, a giardiase foi incluida na Iniciativa das Doencas Negligenciadas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em Setembro de 2004, por compor, juntamente com
outros patdgenos entéricos, um grupo de agentes causadores de doencas diarreicas,
intimamente associadas as deficiéncias no saneamento basico, as regides com bolsdes de
pobreza e ao consumo de agua sem tratamento adequado (SAVIOLI et al. 2006; SMITH et
al., 2006; MARIANO, 2014).
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a Predominio da assemblage A.
Predominio da assemblage B.
N4o hé predominio de uma assemblage sobre a outra.

Fonte: Laishram et al., (2012).

Figura 3: Distribuicéo geogréafica de G. lamblia ao longo do globo.

1.2.2 Manifestagdes clinicas e fisiopatologicas

Os eventos fisiopatoldgicos e clinicos nas infecgdes por G. lamblia sdo de ordem
multifatorial e altamente varidveis entre os individuos, de modo que a fisiopatologia da
doenga permanece ainda ndo completamente elucidada (JIMENEZ et. al, 2004; COTTON
et al., 2011; ALLAIN et al., 2017). Entretanto, diante do que ja se conhece acerca da
patogénese da giardiase, observam-se infec¢des cujo curso clinico varia de assintomatico a
manifestacdes sintomaticas agudas e cronicas (ADAM, 2001; COTTON et al., 2011).

Quando presente, a sintomatologia classica da giardiase ocorre cerca de 6-15 dias
apos a infeccdo, com durabilidade de 2-4 dias na fase aguda ou semanas na fase crénica
(HAWRELAK, 2003; FONSECA, 2015). Se manifesta por meio de sinais clinicos como
nauseas, vomito, desidratacdo, distensdo e dor abdominal (geralmente pds-prandial)
(GENDREL et. al., 2003), flatuléncia, perda de peso (ECKMANN, 2003), diarreia aquosa
secretdria com ou sem sindrome de ma-absorcéo e esteatorreia (GENDREL et. al., 2003;
BURET, 2008; COTTON et al., 2011). Em infec¢des cronicas, pode culminar em ma
absorcéo de lipideos (BANSAL et al., 2005), vitaminas lipossoluveis (SAKI et al., 2011),
zinco e ferro (DEMIRCI et al., 2003), vitamina B12, sddio (BURET, 2008) e acdo reduzida
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das fungdes das enzimas dissacaridases (SOLAYMANI-MOHAMMADI & SINGER,
2011).

Evidéncias sugerem ainda que, a severidade da sintomatologia pode diferir entre
regides oriundas de paises ndo-industrializados e industrializados (MORKEN et al., 2009;
ROBERTSON et al.,, 2010). Nesses ultimos, sdo observados a maioria dos casos
sintométicos, manifestados através de disfun¢des de ordem gastrointestinal e, ainda, extra-
intestinais que perpetuam-se mesmo apos a resolucdo da infeccdo (COTTON et al., 2011;
2014), como a sindrome do intestino irritavel (COTTON et. al., 2011), doenca celiaca
(GENDREL et. al., 2003), urticéria, reacdes alérgicas (FARTHING, 1993; DI PRISCO et
al., 1998) intolerancia a lactose (GENDREL et. al., 2003) e alimentar (FINK & SINGER,
2017). As criancas sofrem consequéncias mais graves, estando sujeitas a quadros de anorexia
(KOHLI et al., 2008) e prejuizos no estado nutricional que podem gerar déficits em seu
desenvolvimento fisico e cognitivo (BERKMAN et al., 2003).

Os fatores fisiopatoldgicos envolvidos na infec¢do por G. lamblia sdo dependentes
principalmente da interacdo entre fatores do parasito (variacdo genética entre as cepas e
carga parasitaria) e do hospedeiro (faixa etaria, dieta, microbiota enddgena, resposta
imunologica, estados nutricional e imune, habitos e estilo de vida, e a ocorréncia de co-
infeccdes) (FARTHING, 1997; FAUBERT, 2000; SINGER & NASH, 2000; GIL, 2016),
responsaveis pelos danos pontuais, as vezes severos, a arquitetura intestinal, que podem
resultar ou ndo em aparecimento de manifestacdes clinicas (DI PRISCO et al., 1998; TAKO
etal., 2013).

A adesdo dos trofozoitos de G. lamblia ao epitélio do intestino delgado é o principal
fator desencadeante das manifestacoes fisiopatologicas, e ocorre de maneira extracelular,
sem que haja a invasao desses parasitos para as camadas sub-mucosa e adjacentes (COTTON
et al., 2011). A interacdo entre o tecido e as proteinas da superficie do parasito,
principalmente a, B, 8, y- giardinas (COTTON et al., 2011) bem como produtos secretados
e excretados pelo parasito, incluindo toxinas (CHEN, 1995) e substancias de acdo
proteolitica (HARE et. al, 1989; WILLIAMS & COOMBS, 1995), desengatilham uma série

de eventos que resultam, primariamente, em disfuncdes na arquitetura intestinal.

Dentre os eventos fisiopatoldgicos observados com frequéncia em individuos
infectados por G. lamblia, incluem-se: hiperplasia de criptas, atrofia ou achatamento de
vilosidades (ORTEGA & ADAM, 1997; KOOT et al., 2009; FONSECA, 2015; VENTURA,

2016), aumento de linfdcitos intraepiteliais (WRIGHT et al., 1997; WRIGHT & TOMKINS,
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1997; COTTON et al., 2011) infiltracdo de granuldcitos, linfocitos e plasmdcitos na lamina
propria (MORSON & DAWSON, 2003) producéo exacerbada de muco intestinal (ORTEGA
& ADAM, 1997; FONSECA, 2015; VENTURA et al., 2013; 2016), além da ocorréncia de
hiperplasia nodular linfoide relatada em pacientes adultos e em criancas (WARD et al., 1983;
WILLIAMS & WILKINS, 1999).

Ensaios in vitro demonstraram um aumento rapido na ativacdo de genes associados
as vias das cascatas apoptoticas (caspases -3, -6, -8 e -9), tais como o0 complexo proteolitico
asparato cisteina proteases (componente regulatério da morte programada de células), e altas
taxas de apoptose de enterdcitos, quando tais células sdo expostas a produtos (ndo
identificados) secretados e/ou excretados por G. lamblia. (ROXSTROM-LINDQUIST et al.,
2005; COTTON et al., 2011).

Demonstrou-se ainda, que a co-incubacdo in vitro de trofozoitos sonicados de G.
lamblia e células duodenais humanas, causou a reorganizacao de proteinas componentes do
citoesqueleto, em especial as F-actina e a-actina apds 24 h de exposi¢do (SCOTT et al.,
2002). Giardia também pode causar a reorganizacdo das proteinas de juncdo ocludentes
(Z0O-1) e do complexo de jungéo apical composto primariamente por claudinas, por meio da
diminuicdo da resisténcia elétrica transepitelial e de regulacdo génica (CHIN et al., 2002;
COTTON et. al., 2011).

A combinacdo dos eventos relatados acima, resulta em hipersecrecédo de ions cloreto
no lumen, disruptura da funcdo de barreira epitelial, translocacdo de macromoléculas via
espaco paracelular, além de aumento na permeabilidade intestinal (TEOH et al., 2000;
BURET et al., 2002; SCOTT et al., 2002; TROEGER et al., 2007), coincidentes com 0 pico
de colonizacgdo dos trofozoitos na mucosa, sendo observado o retorno ao estado normal do
intestino apos a resolucédo da infeccdo (HARDIN et al., 1997; SCOTT et al., 2002).

Anélises de morfometria intestinal aliadas a técnicas de espectroscopia de
impedancia, demonstraram que pacientes com giardiase crénica apresentam menor area de
superficie de absorcdo (TROEGER et al., 2007). Tal mecanismo € ocasionado pela inducgéo
do encurtamento difuso das microvilosidades que compdem a borda em “escova” no epitélio
intestinal (BURET et al., 1990; 1992; SCOTT et al., 2000, 2004), talvez relacionado a acéo
de linfocitos T CD8" ativados (SCOTT et al., 2004). Esta disfuncdo pode acontecer
independente da ocorréncia ou ndo da atrofia das vilosidades intestinais, que por sua vez,
aparenta ser um evento isolado dependente de fatores ainda n&o esclarecidos, ndo sendo

observado em todos os episodios de infecdo por G. lamblia (CEVALLOS et al., 1995;
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OBERHUBER et al., 1997; TROEGER et al., 2007; BEHERA et al., 2008; KOOT et al.,
2009; FONSECA, 2015; VENTURA, 2016).

Dentre os modelos experimentais utilizados para estudar os efeitos fisiopatologicos
e a patogenia da infeccédo por G. lamblia, os gerbils (Meriones unguiculatus) permitem obter
bons resultados devido ao seu tamanho, facilidade de manipulacdo, susceptibilidade a
infeccdo e, principalmente, devido a semelhanca entre o padrdo da giardiase observado
nesses animais com o dos seres humanos (ECKMANN, 2003; ARAUJO et al., 2008).

O gerbil € um modelo ja difundido em muitas partes do mundo e bem estabelecido
para o estudo de doencas gastricas como a gastrite e o cancer de estdmago induzidos pela
infecgdo por Helicobacter pylori (KODAMA et al., 2004; JUNIOR et al., 2016), doencas
auditivas (ABBAS & RIVOLTA, 2015), e para o estudo da visceralizagcdo de Leishmania
major (BAKIRCI et al., 2015).

Estudos desenvolvidos no Laboratério de Amebiase e Protozoarios Intestinais
(LAPI) demonstraram que o gerbil € um bom modelo para o estudo de diversos aspectos da
giardiase (GOMES et al., 2012; BUSATTI et al., 2013; VENTURA et al., 2013; 2016;
FONSECA, 2015; GIL, 2016; RIBEIRO et al., 2018), conforme corroborado em varios
outros estudos (LEITCH et al., 1989; FARTHING, 1997; VENKATESAN et al., 1997;
HARDIN et al., 1997; FAUBERT, 2000; SCOTT et al., 2000; 2004; HUMEN et al., 2005;
AMORIM, 2008; RIVERO et al., 2010; TEJIMAN-YARDEN et al., 2013; QUIHUI-COTA
et al., 2014). O modelo permite ainda, a analise direta do intestino delgado, e das lesdes e

disfungdes ocasionadas pela infec¢do por G. lamblia no érgéao.
1.2.3 Permeabilidade intestinal

O trato gastrointestinal € um importante sitio de entrada de substancias diversas pelo
corpo. Além do alimento, transita pela regido uma grande variedade de bactérias comensais,
patdgenos e, toxinas oriundas da alimentacdo e do metabolismo destes seres (AWAD et al.,
2017). Por esse motivo, o epitélio intestinal atua como uma efetiva barreira fisica que limita
0S micro-organismos e suas enterotoxinas do limen intestinal, a0 mesmo tempo em que
regula a passagem de ions e macromoléculas pela via paracelular (ANDRADE et al., 2015;
AWAD et al., 2017).

A barreira epitelial do intestino é composta por uma monocamada de células
epiteliais, mantidas firmemente aderidas por meio de uma rede protéica intercelular, o

complexo “tight junction” (TJ) constituido de proteinas denominadas ocludinas, tricelulinas
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e claudinas (COTTON et al., 2011; AWAD et al., 2017), que por sua vez, formam as jungdes
firmes, os desmossomos e as juncdes gap (DAS et al., 2012). O complexo TJ é regulado, em
sua composi¢do molecular, ultraestrutural e funcional por proteinas intracelulares e do
citoesqueleto, sendo todo este conjunto de estruturas, crucial para a fisiologia das células
epiteliais (AWAD et al., 2017).

Danos a integridade do complexo TJ aumenta a condutancia de ions através da via
paracelular, resultando em um fendmeno de desregulacdo da permeabilidade intestinal,
conhecido como intestino gotejante ou permeavel (TOMITA et al., 2004). Tal evento é o
principal fator contribuinte para induzir a translocagdo de patdgenos do limen e seus
produtos para o interior do organismo, incluindo orgdos vitais (AWAD et al., 2017),
podendo culminar em consequéncias drasticas, como: i) ma-absorcao severa; ii) infeccbes
sistémicas; iii) inflamac&o cronica; iv) faléncia multipla de 6rgdos e morte (BARBER et al.,
1991; WACHTLER et al., 1995; SWANK & DEITCH, 1996; AWAD et al., 2017).

A permeabilidade intestinal anormal se apresenta como um fator critico na
fisiopatologia gastrointestinal em vérias condicdes clinicas, dentre elas, a artrite reumatoide,
tratamentos com drogas anti-inflamatérias ndo-esteroidais (BJARNASON et al., 1995),
nefropatia associada a IgA (DAVIN et al., 1988), intolerancia e alergias alimentares, ma-
absorcéo tropical (COOK & MENZIES, 1986) e doencas infecciosas (SMITH et al., 1982;
FORD et al., 1985; NOONE et al., 1985, LUNN et al., 1999; SCOTT et al., 2002; DAGCI
etal., 2002; TAFAZOLI et al., 2003).

InfeccBes por patdgenos podem desregular a funcdo da barreira intestinal e, como
consequéncia, aumentar a permeabilidade intestinal por diferentes mecanismos, incluindo a
destruicdo direta ou a reorganizacdo de proteinas especificas das TJ e do citoesqueleto
celular, e ativacao de eventos sinalizadores dos enterocitos (FASANO & NATARO, 2004).
Ha relatos de que alguns patdgenos entéricos influenciam na funcdo do TJ através da
utilizacdo das proteinas como receptores para internalizacdo e consequente quebra da
barreira epitelial (O’HARA & BURET, 2008).

A permeabilidade intestinal pode ser mensurada a partir de métodos que incluem
a deteccao de macromoléculas disponibilizadas via trato gastrointestinal, em diversos fluidos
e excretas corporeos (UNNO & FINK, 1998). Embora ainda ndo exista um método padrdo
para medir a integridade da mucosa do intestino, alguns ensaios ja foram conduzidos para
tal finalidade, utilizando modelos in vivo (OTAMIRI, et al., 1987; FINK et al., 1991;
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HORTON, 1992; RYAN et al., 1994), ex vivo (CARTER et al., 1990; CIANCIO et al., 1992;
RIBEIRO et al., 2018) e in vitro (SALZMAN et al., 1995).

O uso do &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) marcado com o is6topo
radioativo tecnécio-99m (**"Tc) vem sendo cada vez mais difundido em estudos de
permeabilidade intestinal. O **™Tc-DTPA ¢é caracterizado como uma macromolécula que
raramente atravessa a mucosa intestinal, exceto em casos de disfunc¢des na barreira, nos quais
0 isétopo pode ser detectado em altas concentracdes no sangue (JORGENSEN et al., 2006;
QUIRINO et al., 2013; COSTA et al., 2014; ANDRADE et al., 2015).

Em (1990), Resnick e colaboradores estabeleceram uma maior eficacia no uso de
¥MTc-DTPA em estudos de permeabilidade intestinal, em modelo para doencas do colon
(Doenca celiaca e de Chron), em comparagdo a utilizacdo do cromo-51 (51Cr) EDTA,
bastante estabelecido para estudos de permeabilidade sob as mesmas condicoes clinicas
(CASELLAS et al., 1986; BJARNASON et al., 1995). O ®™T¢c-DTPA se mostrou mais
vantajoso por demandar custos mais baixos e uma maior disponibilidade na selegéo do
material de interesse, devido as suas caracteristicas radioativas (energia de raios gama,
radionuclideo, meia vida, e etc.) (CASELLAS et al., 1986; RESNICK et al., 1990; DAGCI
etal., 2002).

1.2.4 Respostaimunoldgica

As infecgdes por Giardia lamblia seguem um padrdo de auto-resolucdo na maioria
dos casos apresentados, 0 que remete a existéncia de uma imunidade protetora na giardiase
(ECKMANN, 2003), seguindo evidéncias tais como: i) natureza autolimitante da infec¢éo;
ii) menor suscetibilidade a infeccao apresentada por individuos oriundos de areas endémicas,
quando comparados aos visitantes; iii) deteccdo de anticorpos soroldgicos especificos anti-
Giardia em individuos infectados; iv) participacdo de linfocitos na modulagdo da resposta
imune; V) maior suspcetibilidade e cronicidade da infeccdo em individuos
imunocomprometidos (HEYWORTH et al., 1987; LANGFORD et al., 2002; OLMEZ et al.,
2014; GIL, 2016).

G. lamblia é um protozoario extracelular que normalmente ndo invade o epitélio
(COTTON et al., 2011) e por esse motivo, a resposta sistémica local, quando ocorre, se
manifesta de forma sutil (GIL, 2016). Os mecanismos da resposta imunoldgica inata na
giardiase (Figura 4), incluem aa barreira epitelial do intestino delgado constituindo a

primeira linha natural de defesa, mucinas secretadas pelas células caliciformes intestinais, e
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a secrecdo de peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais (CE’s) (FINK & SINGER,
2017).

Evidéncias sugerem que as CE’s sdo importantes produtoras de 6xido nitrico (NO,
do inglés nitric oxide) e utilizam como substrato para esse fim, a L-arginina e, como
catalizadora, a enzima oxido nitrico sintase (NOS, do inglés nitric oxide synthase). Em
ensaios in vitro demonstrou-se que o NO contribui para a eliminacdo direta de G. lamblia
por se apresentar como radical toxico ao parasito, e, de forma indireta, promovendo o
aumento do peristaltismo intestinal (ANDERSEN et al., 2006; LI et al., 2006; FINK &
SINGER, 2017). As CE’s também estdo envolvidas na iniciagdo da resposta imune contra
Giardia através da producdo de quimiocinas, tais como CCXCL1-3, CCL2 e CCL20
(ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2005).

Interessantemente, os trofozoitos de G. lamblia utilizam a arginina para o seu
metabolismo, o que reduz, dessa maneira, a producdo de éxido nitrico sintase, propiciando
assim a sobrevivéncia do parasito (STADELMANN et al., 2012). Em adicdo, proteases
secretadas/excretadas pelos trofozoitos sdo capazes de degradar algumas quimiocinas,
incluindo CXCLS, atrativa de neutrofilos, como mecanismos de evasdo imune (COTTON et
al., 2014).

A microbiota do intestino também pode ser caracterizada como participante da
resposta imunolodgica do sistema de defesa inato do hospedeiro. Bactérias comensais
apresentam um efeito inibitdrio sobre o crescimento e colonizagdo do epitélio intestinal pelos
trofozoitos de Giardia, por meio de competi¢do, toxicidade direta e modulacdo da resposta
imune, além de auxiliar na preservacdo da mucosa intestinal (BERRILLI et al., 2012;
GOYAL & SHUKLA, 2013).

Os trofozoitos de G. lamblia apresentam um extenso repertério com cerca de 200
genes homologos que conferem uma diversificada variacdo de proteinas de superficie (VSPs,
do inglés variant-specific surface proteins), que sdo expressas individualmente em
momentos especificos (NASH et al., 1990; NASH, 1997; ADAM, 2001). Tais variacfes
antigénicas aparentam estar relacionadas a mudancas sutis nas moléculas ricas em cisteina e
proteinas de membrana integral (NASH et al., 1990), que recobrem a regido externa do corpo
do trofozoitos. Infere-se que esse seja 0 mecanismo mais importante de evasdo da resposta
do imune do hospedeiro, utilizado por G. lamblia (NASH et al., 1990).
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A conexao entre as respostas inata e adaptativa na giardiase € realizada por meio das
células dendriticas localizadas na lamina propria e nas placas de Peyer intestinais. Essas
células expandem os seus dendritos até a superficie epitelial mucosa e captam antigenos de
Giardia que em seguida s@o apresentados as células T naive por meio de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility
complex) de classe Il (CARRANZA & LUJAN, 2010). A partir da ativacdo das células T
sdo produzidas citocinas que modulam a resposta anti-Giardia (ANKARKLEYV et al., 2010).

Alguns estudos sobre resposta imune na giardiase demonstraram que as altas
quantidades de anticorpos especificos anti-Giardia secretados no limen intestinal ou
produzidos a nivel sisttmico, em hospedeiros infectados, sejam imprescindiveis para a
erradicacdo de Giardia (HEYWORTH, 1989; NASH et al., 1997; FAUBERT, 2000;
SNIDER & UNDERDOWN, 1986). Camundongos tratados com anticorpos anti-lgM, que
apresentavam imunodeficiéncia ligada ao cromossomo X e por isso, eram deficientes quanto
ao desenvolvimento de células B, desenvolveram a capacidade de eliminar o parasito G.
muris ap6s o tratamento com o anticorpo (SNIDER et al., 1985; SNIDER &
UNDERDOWN, 1988). Em associacdo, a deplecdo de células B por meio de genes
marcados, evidenciou camundongos incapazes de resolver infec¢bes por G. muris e por G.
lamblia (STAGER & MULLER, 1997; LANGFORD et al., 2002).

Por outro lado, o real papel das células B e dos anticorpos na giardiase se mostra
altamente controverso na literatura, uma vez que outros estudos com camundongos
deficientes para essas células, demonstraram animais capazes de eliminar o parasito com
facilidade (HEYWORTH et al., 1987; SINGER & NASH, 2000). As células T CD4+ ja séo
estabelecidas como um grupo celular essencial para a eliminacdo de Giardia, promovendo
um mecanismo imune dependente de células T, porém, sem qualquer relagdo com 0s
anticorpos. E possivel que os anticorpos exercam uma fungio mais efetiva durante a fase
crénica da infeccdo. (SINGER & NASH, 2000).

As células TCD4+ sdo produtoras de citocinas especificas a depender do contexto da
resposta imunoldgica requerido. No mecanismo imune de perfil Thl é produzida
principalmente a citocina (IFN)-g enquanto que no Th2 sdo produzidas, dentre outras, a
citocina IL-4. Ambas as citocinas sdo encontradas em abundéancia no soro de pacientes
humanos infectados por Giardia (BAYRAKTAR et al., 2005; MATOWICKA-KARNA et
al., 2009), entretanto, as respostas Thl e Th2 aparentemente ndo apresentam significancia

absoluta na resolugéo da giardiase, uma vez que camundongos deficientes para IFN-g e IL-
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4 se mostraram capazes de eliminar o parasito sem grande dificuldade (SINGER & NASH,
2000).

A citocina IL-6 apresenta-se, aparentemente, como a principal citocina expressa em
infeccbes por Giardia, indispensavel ndo somente para o controle do parasito, mas também
para a prote¢cdo da mucosa intestinal. Recentemente, observou-se que a IL-6 secretada por
mastocitos presentes no infiltrado intestinal € uma molécula critica para o desenvolvimento
de celulas pro-inflamatorias Th17, relacionadas a resposta imunoldgica protetiva na
giardiase (SINGER, 2015). Entretanto, melhores estudos necessitam ser realizados para
elucidar o suposto envolvimento da resposta Th17 na imunopatologia de doencas cronicas
pos-infeccdo por Giardia, tais como a Sindrome do intestino irritdvel e colite ulcerativa em
alguns individuos (HANEVIK et al., 2017).

Outros subtipos de células T, tais como as CD8+ parecem ndo ser requeridos para a
resolucdo das infec¢des por Giardia, inclusive, estdo diretamente envolvidas na reducédo da
atividade das dissacaridases intestinais por contribuir para a danificacdo das
microvilosidades (SINGER & NASH, 2000). Os linfécitos intra-epiteliais CD8" sdo
largamente aumentados na giardiase e se apresentam como as principais células causadoras
das lesbes na mucosa durante a infeccdo (COTTON et al., 2011; 2014).
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Figura 4: Mecanismos de defesa do hospedeiro contra a G. lamblia.

Mecanismos da imunidade inata sdo a primeira linha de defesa contra a colonizacdo de Giardia: a
camada de muco na superficie intestinal e 0s movimentos peristéalticos constituem barreiras
mecanicas que limitam a fixacdo dos trofozoitos (1). Peptideos antimicrobianos (AMP) sintetizados
pelas células de Paneth podem eliminar os trofozoitos (2). A microbiota do intestino possui um efeito
anti-Giardia por competigdo, toxicidade direta ou modulando a resposta do sistema imune. Além
disso, a microbiota contribui para preservar a integridade do epitélio intestinal (3). Os mastécitos
liberam citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-6 e promove o peristaltismo (4). Enterécitos e
células do sistema imune produzem 6xido nitrico (NO) que tem um efeito citostatico nos trofozoitos
(5). As células dendriticas podem expandir seus dendritos para o limen intestinal e capturar 0s
antigenos para posteriormente apresenta-los, através de moléculas MHC de classe 11, as células T
naive (linfocitos T naive) e induzir a resposta imune (6, 7). As células T ativadas liberam citocinas
gue modulam a resposta anti-Giardia (8). A IL-6 liberada por mastdcitos, as células dendriticas e as
células T sdo importantes para a modulacdo da resposta humoral e maturagdo das células B, que se
diferenciam em plasmécitos para produzirem IgA (9). Os plasmdcitos migram para lamina prépria e
liberam IgA, o que pode inibir a Giardia de aderir nas células epiteliais do intestino (10). Células
Th17 e células T CD4+ séo ativadas durante a imunidade adaptativa inicial contra Giardia e liberam
citocinas, tais como IL-17, IL-21, IL-22, as quais desempenham um papel pré-inflamatério (11).
Linfécitos intra-epiteliais (IEL) sdo as principais células T CD8" intestinais e desempenham um
papel patoldgico no intestino durante a giardiase (12).
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1.3 Terapia imunossupressora

Define-se imunossupressdo como o ato de reduzir deliberadamente a atividade ou
eficiéncia do sistema imunolégico (REZENDE, 2011). A imunossupressdo ocorre,
usualmente, quando ha a necessidade de realizacdo de procedimentos, tais como transplantes
de drgdos, ou para o tratamento de doencgas que promovem a exacerbacdo inapropriada da
resposta imune contra antigenos préprios do organismo, as chamadas: doengas auto-imunes
(CZOCK et al., 2005; GHARAGOZLOO et al., 2015).

O ato de submeter um individuo a terapia imunossupressora € realizado,
normalmente, utilizando-se de farmacos capazes de suprimir ou reduzir as respostas
imunoldégicas, bloqueando o efeito de citocinas pré-inflamatdrias, e a ativacdo e migracéo
de células T especificas, ou até mesmo levando a diminuicdo no namero de leucdcitos
circulantes (GHARAGOZLOO et al., 2015). Existem ainda, outros métodos
imunossupressores que podem ser utilizados para esses mesmos fins, como a plasmaférese,
a radiacdo, e o uso de moléculas nanomedicinais (REZENDE, 2011; GHARAGOZLOO et
al., 2015).

1.3.1 Glicocorticoides

Os glicocorticoides, comumente denominados corticosteroides, glicocorticosteroides
ou simplesmente esteroides, sdo horménios sintetizados naturalmente e liberados pela
glandula supra-renal sob influéncia do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) circulante,
secretado na adenohipofise (RANG & DALE, 2012).

O uso farmacolégico dos glicocorticoides remota ha mais de 30 anos, sendo usados
de maneira intensa e frequente na prética clinica, ainda hoje, em diversas aplicac@es. Devido
ao efeito pleiotrépico destes farmacos, sdo considerados os medicamentos anti-inflamatérios
mais prescritos e eficazes atualmente disponiveis, envolvidos em varios aspectos da resposta
fisiolégica (FALKENSTEIN et al., 2000; CZOCK et al., 2005). Sdo capazes de se ligar a
receptores especificos, transcritos por fatores intracelulares, de modo a exercer efeitos
positivos e/ou negativos na expressao de genes-alvos (BEATO et al., 1989; 1996).

A nivel sistémico, a terapia corticdide promove profundos efeitos no organismo
devido a acdo antimetabolito imunossupressora de alguns farmacos, que pode ser
potencialmente toxica a 0rgdos vitais, tais como 0s rins e o trato gastrointestinal, além de

causar alterac6es na fisiologia neuronal e hematologica (GHARAGOZLOO et al., 2015). A
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desativacdo do sistema imunoldgico, pode ainda, agravar as manifestagdes clinicas de
algumas infecgBes parasitarias, tornar o paciente vulneravel as diversas infeccoes
oportunistas, bem como dificultar o controle e erradicacdo dos agentes patogénicos
(REZENDE, 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da comprovada importancia da giardiase como entidade moérbida que atinge
significativa parcela da populacdo do mundo, ndo se sabe até 0 momento quais sdo o0s reais
impactos da doenga, que implicam em diarreia aguda ou crénica, dentre outras sequelas a

longo prazo, em alguns grupos especificos de vulnerabilidade.

Individuos imunocomprometidos ou imunossuprimidos sdo relatados como
hospedeiros sintomaticos cronicos de giardiase. A infeccdo por G. lamblia, nesses pacientes,
pode resultar em severidade da doenga, progressdo para estagios crdnicos e surgimento de
outras anormalidades, dificuldades em promover a cura ou o controle da infecgdo, além de
maior disseminacdo do parasito. No entanto, alguns portadores de disfuncdes de ordem
imunoldgica, acometidos com a parasitose, apresentam um curso infeccioso sem grandes

complicagdes, o que torna o entendimento da patogenia da doenga ainda mais obscuro.

Atualmente, registra-se um aumento significativo na incidéncia de individuos
imunocomprometidos, seja por acometimento de infec¢bes pelo HIV ou por intervengdes
terapéuticas imunossupressoras para o tratamento de doencas auto-imunes e transplantes de
Orgdos. Concomitantemente, a prevaléncia mundial da giardiase se mantém elevada, nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, o que torna viavel a sobreposi¢do de ambos 0s
contextos patoldgicos. As doencas diarreicas, nesse cenario, podem prejudicar o curso do

tratamento e contribuir para o declinio abrupto da condicéo clinica do paciente.

Sendo assim, as controvérsias no ambito clinico, aliadas aos escassos dados na
literatura, a ambiguidade acerca da patogenia do parasito, e ao risco eminente de infecgdes
cronicas por G. lamblia em pacientes imunossuprimidos, tornam relevante a necessidade de
mais investigacdes acerca dos fatores que podem contribuir para as disfuncdes intestinais, e,
consequentemente manifestacdes clinicas mais severas observadas nestes individuos, em

detrimento de hospedeiros sob outros contextos epidemioldgicos.

Portanto, neste trabalho, buscou-se contribuir para a elucidagéo do assunto, por meio
da avaliacdo da permeabilidade do intestino delgado e da andlise histopatologica e
morfometrica intestinal em gerbils experimentalmente imunossuprimidos e infectados por

G. lamblia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito da infeccdo por Giardia lamblia no intestino delgado de gerbils,

associado ou ndo a imunossupressao.

3.2 Especificos

e Auvaliar o impacto da infeccdo por G. lamblia na permeabilidade intestinal de
gerbils imunossuprimidos ou néo;

e Realizar analise histopatoldgica do baco e do intestino delgado de gerbils
infectados ou ndo por G. lamblia, imunossuprimidos ou néo;

e Realizar analise morfométrica das vilosidades e criptas intestinais de gerbils
infectados ou ndo por G. lamblia, imunossuprimidos ou néo;

e Realizar analise morfométrica das areas de mucinas intestinais de gerbils
infectados ou ndo por G. lamblia, imunossuprimidos ou n&o;

e Realizar analise morfométrica do parasitismo intestinal de gerbils infectados

por G. lamblia, imunossuprimidos ou nao.
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ateriacs e Metedos
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados gerbils, da espécie Meriones unguiculatus com 4-6 semanas de
idade, de ambos os sexos, obtidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do
ICB/UFMG. A manutencdo dos animais ocorreu no Biotério do Laboratério de Amebiase e
Protozoérios Intestinais (LAPI), de acordo com as normas da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) para garantir a seguranca dos mesmos. O controle da temperatura e do
fotoperiodo de 12/12h foram realizados, e 0s animais obtiveram acesso ad libitum para dgua

e racdo comercial.

Todos o0s animais receberam tratamento com o antihelmintico lvermectina
(Vitamedic IndUstria Farmacéutica Ltda) 1% antes do inicio do experimento, em quarentena,
durante cinco dias. A solugéo foi administrada via subcutanea, na dose 0,1mL/animal, para
assegurar que os roedores estivessem livres de outras possiveis parasitoses. Amostras de
fezes foram coletadas diariamente e analisadas pelo método de Ritchie durante o tratamento
com o farmaco. Somente os gerbils livres de patdgenos especificos foram selecionados para
experimentacdo. Todos os procedimentos foram aprovados e conduzidos em concordancia
com as diretrizes do CEUA/UFMG N° 254/2016 (Anexo 1).

4.2 Delineamento experimental

Utilizou-se 35 gerbils subdivididos em quatro grupos experimentais contendo nove ou

oito animais em cada, a saber:

e GRUPO CONTROLE (CT): animais imunocompetentes ndo-infectados.

e GRUPO CONTROLE-INFECTADO (CTIn): animais imunocompetentes
infectados com G. lamblia.

¢ GRUPO IMUNOSSUPRIMIDO (IM): animais imunossuprimidos e néo-
infectados.

e GRUPO IMUNOSSUPRIMIDO-INFECTADO (IMIn): animais

imunossuprimidos e infectados com G. lamblia.

Os animais de todos 0s grupos receberam uma marcagdo com acido picrico (10%),
em regibes distintas do corpo, com o intuito de permitir a identificacdo individual de cada

um. Em seguida, foram redistribuidos em gaiolas coletivas.
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Iniciou-se o periodo experimental a partir da inducdo de imunossupressao nos
animais dos grupos IM e IMIn, por meio de terapia corticoide. Esse processo ocorreu a partir
do primeiro dia experimental, continuamente, até o dia 25. Para a verificacdo do estado
imunossuprimido, foram realizados leucogramas antes (dia 1) e apos o periodo experimental

(dia 25), nos respectivos grupos.

A infeccdo experimental por G. lamblia nos grupos CTIn e IMIn ocorreu no dia 11,
concomitantemente ao tratamento imunossupressor no grupo IMIn. Os roedores

permaneceram infectados durante 14 dias.

No vigésimo-quinto dia experimental, realizou-se a eutanasia dos animais de todos
0S grupos, seguida da coleta dos tecidos de interesse. Nesse dia também ocorreu a medigdo
da permeabilidade intestinal dos gerbils. As amostras biologicas obtidas foram processadas

para analises histopatoldgicas e morfométricas.

Todo o experimento foi realizado no periodo total de 30 dias, a contar do tempo
destinado a aclimatacdo, tratamento com vermifugo, acondicionamento dos animais,

imunossupressao, infeccdo e eutanésia. (Figura 5).

QT 35 gerbils

Ivermectina 1% solugdo injetavel ‘
m 4-6 semanas idade
0 |

?s 1 x 10° trofozoitos d M ' 25 DIAS
GS/M clone H7 1
@7 [|® T o 7 | @ 5
! £7 )

————— l i | v |

Figura 5 — Fluxograma representativo do delineamento experimental utilizado neste
trabalho.
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4.3 Imunossupressao

Utilizou-se para a indugdo de imunossupressao nos gerbils dos grupos IM e IMIn, o
glicocortocoide Dexametasona (DEX) sob a forma farmacéutica de fosfato dissodico de
dexametasona (Decadron® 4mg/ml, Prodome - Brasil), solucéo injetavel. A administracdo
da DEX se deu por via intramuscular, diariamente, durante 25 dias. A posologia escolhida
foi de 5 mg/Kg/animal, considerando-se o peso médio do animal (50g). Aplicou-se 0,125
pL da droga/animal, diluida em agua destilada.

A Dexametasona (Figura 6) € classificada, de acordo com a International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), como (8S, 9R, 10S, 11S, 13S, 14S ,16R ,17R) - 9-
fluoro - 11, 17 - dihidroxi - 17 - (2 - hidroxiacetil) -10, 13, 16 - trimetil - 6, 7, 8, 11, 12, 14,
15, 16 octa - hidrociclopenta [a] fenantreno - 3 - ona, sendo sua formula molecular
Ca2H29FOs. Possui meia vida variante entre 36 e 54 h e a dose letal média referente a

administracdo por via oral em camundongos é de 6500 mg/Kg (MATTI, 2009).

) CH;

Fonte: DrugBank, 2018.

Figura 6: Férmula estrutural da Dexametasona.

4.3.1 Leucograma

Para a verificacdo do estado imunossuprimido dos animais tratados com DEX,
realizou-se a contagem de leucdcitos circulantes por meio da realiza¢do de leucogramas.
Coletou-se o sangue periférico dos gerbils dos grupos CT e IM por meio de puncéo da veia
caudal, em tubo contendo EDTA (microcoleta — 0,5mL), de acordo com (GIL, 2016). Esse
processo ocorreu da seguinte maneira: realizou-se um leocograma antes do inicio do
tratamento com DEX (Dia 1) e outro ap06s o tratamento com DEX (Dia 25), seguido das
contagens total (CDL) e diferencial (CTL) de leucdcitos circulantes, ao final de cada

procedimento.
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Uma aliquota foi utilizada para realizacdo da CTL em camara de Neubauer. Para a
realizacdo da CDL, cerca de 3 uL de sangue foram preparados para realizagdo do esfregago
que foi corado utilizando o kit Pandtico rapido, e a contagem das células foi realizada em

microscopio optico (Olympus BH2 - Japan).

Até o momento, ndo ha na literatura valores padrdes de referéncia para gerbils. Os
padrdes leucocitarios de roedores se apresentam altamente variaveis a depender da idade,
sexo, variacdo genética, dieta, condicdes ambientais, e nivel de estresse em que 0s animais
foram submetidos durante o procedimento de coleta de sangue, podendo influenciar na
celularidade circulante (CLSI, 2000).

Portanto, os valores de referéncia leucocitarios dos gerbils, para esse estudo,
seguiram o critério de analise da celularidade circulante antes do inicio do tratamento
imunossupressor e apds o tratamento, comparando o animal a ele proprio, sob diferentes
circunstancias (tratamento ou ndo) e tempo (dia 1 e dia 25). Os animais que apresentaram
significativa redugdo no numero de leucdcitos circulantes (p<0,05) ao final do tratamento

imunossupressor, foram considerados imunossuprimidos.

4.4 Ajuste do inoculo e infec¢cdo experimental por Giardia lamblia

Foram utilizados para a infeccdo experimental trofozoitos da cepa GS/M-clone H7
(ATCC 50581) da espécie G. lamblia — gendtipo B, oriundos do LAPI. O cultivo dos
parasitos foi realizado em cultura axénica em meio TYI-S-33 (DIAMOND, 1978),
modificado por (KEISTER, 1983) suplementado com bile bovina, em pH 7, submetido a
esterilizacdo em filtro Seitz 0.22 um. Repiques foram realizados a cada 72h, sendo os tubos
posicionados a uma inclinacéo de 30°, em estufa bacteriolégica a 37° C (FONSECA, 2015).

Para a realizacdo do inoculo, os tubos de cultura contendo os trofozoitos foram
imersos em banho de gelo por 25 minutos, com o intuito de desprender os parasitos da parede
dos tubos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. A partir do pellet obtido, a 40 puL contendo trofozoitos de G. lamblia,
adicionou-se 360 pL de eosina (corante vital 0,125%) em um microtubo, na diluicdo 1:10.
Apo6s homogeneizacdo da solucdo, realizou-se a contagem dos parasitos em camara de
Neubauer (FONSECA, 2015; VENTURA, 2016).

O pellet estoque, contendo trofozoitos, foi novamente ressuspendido em meio de
cultura TYI-S-33 na concentracdo final de 1x10° trofozoitos de G. lamblia. Os animais dos

grupos CTIn e IMIn foram inoculados, respectivamente, via gavagem orogastrica através de
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uma canula DELVO n° 15 acoplada a uma seringa de 1mL. Cada gerbil recebeu 0,8mL de
solugdo contendo 1x10° trofozoitos de G. lamblia, conforme (FONSECA, 2015;
VENTURA, 2016).

4.5 Estudo da permeabilidade intestinal
45.1 Marcacdo do DTPA com *"Tc

Para marcacdo do DTPA com **™Tc foi utilizado um reagente liofilizado composto
por 10mg de DTPA e 0,5mg do agente redutor cloreto estanoso (SnCl2. 2H20. A solucao
foi reidratada com 1mL de solucdo de pertecnetato de sodio (Na®™TcO4), obtidos de um
gerador de **Molibdénio/*®™Tecnécio (IPEN/CNEN, S&o Paulo), contendo uma atividade de
185 MBq de *™Tc. A preparagdo foi mantida a temperatura ambiente por 15 minutos
(COSTA et al., 2014; ANDRADE et al., 2015). Esse procedimento foi realizado no

Laboratorio de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia/lUFMG.

4.5.2 Medicao da permeabilidade intestinal

Para a medicdo da permeabilidade intestinal, os animais de todos os grupos
receberam via gavagem orogastrica 0,1 mL de solucéo de **"Tc-DTPA contendo 18,5 MBq
de atividade. O padrdo de dose correspondente a uma aliquota de igual volume de ®™Tc-
DTPA oferecido aos animais, foi utilizado para corre¢io do decaimento radioativo do **™Tc
e teve a radioatividade determinada em tempo igual aos demais tubos (ANDRADE et al.,
2015).

Apbs 4 horas de administracdo do iso6topo, os animais foram anestesiados com uma
solugdo de Ketamina (5%) e Xilazina (2%) na dosagem de 0,08 pl/animal injetada
intraperitonialmente. Em seguida, realizou-se a coleta do sangue via veia cava inferior para
a medicdo de radioatividade em contador de radiacdo gama (Perkinelmer Wallac, 1480
Wizard 3) e determinacdo da permeabilidade intestinal (ANDRADE et al., 2015).

Os resultados obtidos foram comparados com o padrdo da dose e calculados em
percentual da dose por g de sangue (ANDRADE et al., 2015), por meio da férmula abaixo:

contagens por minuto g/sangue
% dose/g sangue = - — x 100
contagens por minuto padrao de dose
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4.6 Obtencdo das amostras bioldgicas para analise

Para a realizagcdo do procedimento de eutanasia, os animais foram previamente
submetidos a jejum de 12 horas para esvaziamento do contetdo luminal e coleta dos tecidos
(sangue, intestino e bago). No dia seguinte, os animais de todos os grupos foram anestesiados
por meio de injecdo intraperitoneal contendo uma solucéo de Ketamina (5%) e Xilazina (2%)

na posologia de 0,08 pL/dose/animal.

Realizou-se a coleta do sangue via veia cava inferior (ANDRADE et al., 2015), e,
em seguida, eutanasia (deslocamento cervical). Foi realizada incisdo mediana para abertura
da cavidade peritoneal e localizacdo das visceras. O intestino delgado foi inteiramente
coletado (~18 cm) e dividido em trés porcOes semelhantes. Aproximadamente 4 cm da
porcdo proximal duodenal foi encaminhada para processamento de cortes histolégicos. O
baco foi extraido inteiramente, e em seguida, fixado em formol (10%) para processamento

histoldgico.
4.6.1 Carcagas contendo material radioativo

As carcagas contendo material radioativo foram depositadas em caixas de chumbo e
submetidas aos processos de descontaminagdo em autoclaves especificas, até que ocorresse
0 decaimento da radioatividade aos niveis ambientais. Em seguida, as carcacas foram
armazenadas em freezer proprio para materiais radioativos, presente no Laboratorio de
Radioisétopos da Faculdade de Farmécia/lUFMG, até a devida coleta pelo servico de limpeza
da unidade.

O procedimento foi realizado em concordancia com a Comissao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN) Resolucdo 014/89 — Norma experimental 6.05. Registro de manejo de
radioativos: AL0603, Licenca: Valbert Nascimento Cardoso.

4.7 Analises histopatoldgicas

A porgdo duodenal coletada, conforme descrito no item 4.6, foi cortada
longitudinalmente com auxilio de tesoura e pinca, e enrolada em formato de espiral sob
fixagdo em solugdo Bouin (2%) onde permaneceu por 24 horas. Posteriormente, 0s
fragmentos foram adicionados a uma solucgéo de formol tamponado (10%) pH 7,2. O baco
foi extraido inteiramente e adicionado em solucgéo de formol tamponado (10%), seguido de

processamento para analise histopatoldgica de forma semelhante ao tecido intestinal.
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Para a confeccdo de 1aminas histoldgicas, os fragmentos de duodeno e o bago foram
desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina para a obtencdo de cortes
histologicos com 4-5 um de espessura (FONSECA, 2015; GIL, 2016; VENTURA, 2016).
As laminas contendo cortes histologicos foram coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E)
e Acido Periodico de Schiff (PAS) para analises de morfometria intestinal. Todo esse
processo foi realizado no Laboratério de Técnicas Histopatoldgicas e no Laboratorio de
Protozooses do Departamento de Patologia Geral — ICB/UFMG.

As andlises qualitativas das ldaminas histoldgicas de intestino delgado e baco coradas
com H&E e PAS, bem como as pranchas fotograficas de H&E, foram realizadas em
colaboragdo com a Profé. Dra. Denise Carmona Cara Machado do Departamento de
Morfologia — ICB/UFMG. Utilizou-se como critério de andlise, o sistema de escore

histoldgico discriminado na Figura 7.
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ESCORE HISTOLOGICO

GRAU DE MUCOSA DUODENAL
LESAO
0 Mucosa com caracteristicas dentro dos padrdes de normalidade.
1 Mucosa apresentando discreto edema e/ou dilatagdo do vaso galactéforo. Observa-

se pouco ou nenhum infiltrado inflamataério.

2 Mucosa apresentando infiltrado inflamatdrio de discreto a moderado, sem lesdo

dos enterdcitos. Diminuigdo das vilosidades intestinais em 10%.

3 Mucosa apresentando infiltrado inflamatério moderado podendo aparecer erosdes
pontuais. Diminui¢gdo do tamanho das vilosidades intestinais em 25%. Discreto

infiltrado na submucosa.

4 Mucosa apresentando infiltrado inflamatério moderado podendo aparecer erosdes
pontuais. Diminuicdo do tamanho das vilosidades intestinais e hiperplasia das

criptas em 25%. Infiltrado na submucosa de discreto a moderado.

5 Mucosa apresentando infiltrado inflamatério de moderado a grave, podendo
aparecer erosodes e Ulceras. Diminui¢cdo do tamanho das vilosidades intestinais e
hiperplasia das criptas em 50%. Infiltrado na submucosa de moderado a grave.

Hipertrofia discreta da camada muscular.

6 Mucosa apresentando infiltrado inflamatdrio grave, areas com ulceras. Diminui¢do
do tamanho das vilosidades intestinais e hiperplasia das criptas maior que 75%.

Infiltrado na submucosa grave. Hipertrofia da camada muscular mais acentuada.

Figura 7 — Escore histoldgico para caracterizacdo das lesdes histopatoldgicas na mucosa

duodenal de gerbils.
4.8 Morfometria da mucosa intestinal

Os cortes histolégicos corados com H&E foram visualizados por meio da objetiva de
20x do microscépio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) para a digitalizacdo aleatoria de
vilosidades (n=30) e criptas intestinais (n=30) por meio da microcamera Samsung SCD-
415ND (Samsung, Seul, South Korea). A altura das vilosidades e a profundidade das criptas
intestinais foram calculadas com auxilio do software KS300 (Carl Zeiss, Germany).
Posteriormente, foi realizado o célculo da razdo profundidade das criptas/altura das
vilosidades. A determinacéo da base das vilosidades foi realizada manualmente por meio de
ferramentas do software. (CALIARI, 1997).

Para o célculo da area de producdo de mucinas nas vilosidades intestinais, a saber,

areas PAS positivas (PAS™), foram utilizados os cortes histoldgicos corados com PAS. As
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laminas foram visualizadas pela objetiva de 40x em microscopio Axiolab para a
digitalizaco aleatoria de 25 imagens intestinais, conforme descrito anteriormente. Todos 0s
pixels com tons de bonina das regides PAS* foram selecionados para a criacdo de uma
imagem binaria e para a obtencdo da area de mucina em pum? (OLIVEIRA et al., 2012). O
imageamento microscopico, segmentacdo de imagens, processamento digital e definicdo das
condigdes de morfometria foram realizados em concordancia com CALIARI (1997).

4.9 Reacdo imuno-histoquimica e quantificagdo da carga parasitaria

Os cortes para processamento em imunohistoquimica foram desparafinados,
hidratados e lavados em PBS pH 7,2. A atividade da peroxidase enddgena foi eliminada
incubando os cortes em solugdo de H20, 40vv a 0,2% em 200 ml de PBS por 20 minutos.
Os sitios de ligacao inespecifica foram bloqueados incubando-se os cortes com soro de cabra

diluido a 1:40 por 40 minutos.

As laminas foram incubadas com soro policlonal anti-G. lamblia diluido a 1:1000
(produzido nos Laboratérios de Amebiase e Protozodrios Intestinais / Depto Parasitologia e,
de Protozooses / Depto Patologia Geral) e em seguida, incubados novamente com 1gG
biotinilada diluida a 1:50 (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) e estreptavidina
conjugada com peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) a 1:100. A

marcacao foi detectada usando solucéo de diaminobenzidina 0,05% em H>0> 40vv a 0,2%.

Como controles positivos foram utilizados cortes histolégicos obtidos de lesdes ricas
em Giardia. Como controle negativo, o anti-soro primario foi substituido por PBS em alguns
destes cortes. Todos os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris concentrada

por 2 segundos, hidratados e diafanizados para montagem em Entelan.

Apobs a reacdo imuno-histoquimica, 15 imagens aleatorias da porcdo proximal da
mucosa do intestino delgado foram visualizadas através da objetiva de 10x e digitalizadas
por meio da mesma microcamera. Todos os pixels com tons de marrom dos trofozoitos
(imunomarcados) foram selecionados para a criacdo de uma imagem binéria, seguida de
calculo da area total de marcacdo. Processamento digital e recursos do software KS300
foram utilizados para eliminar artefatos (CALIARI, 1997).
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4.10 Analise Estatistica

Foram utilizados os testes de Grubbs para deteccdo de outliers, Kolmogorov-
Smirnov para a verificagdo da normalidade da amostra, e para comparagdo entre 0s grupos
experimentais. Os valores simétricos foram tratados estatisticamente pelos testes ANOVA
seguido de teste de Tukey, e expressos em média + erro padrdo. Os valores ndo-simétricos,
por sua vez, foram tratados pelos testes de Kruskal Wallis sequido de Dunn e expressos em
mediana com intervalo interquartil. Considerou-se o nivel de significancia de 5% para todas

as analises (p<0,05).

Diferencas estatisticamente significantes entre os grupos experimentais foram
identificadas nos graficos por meio de asterisco (*) localizados acima da barra de
representacdo de desvio-padrdo. A auséncia de marcacdo nestas regides do grafico indica
inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). As analises, testes,
obtencdo de valores de médias, medianas, desvio-padréo e coeficientes de variacdo para cada
conjunto de dados, foram realizados no software Prism (GraphPad Software, San Diego
California — USA), verséo 6.0.

55



Resaltados




5. RESULTADOS
5.1 Parametros gerais

A infeccdo pela cepa utilizada neste trabalho seguiu um padrdo de infeccéo
assintomatica nos animais infectados (CTIn e IMIn), evidenciada pela auséncia de alteracdo

na consisténcia das fezes e outros sinais clinicos caracteristicos da giardiase.

Observou-se nos animais imunossuprimidos uma perda acentuada de massa
muscular, porém, o peso corporal dos animais dos grupos IM e IMIn, apesar de menor que
dos outros grupos, ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05). O tratamento
imunossupressor ocasionou complicagdes no desenvolvimento fisico dos gerbils, além de
excessiva perda de pélo. Notou-se ainda, um quadro de estresse significativo, evidenciado
pelo comportamento irritadico e agressivo dos animais dos grupos imunossuprimidos em

comparacdo ao observado nos grupos CT e CTlIn.

5.2 Imunossupresséao

5.2.1 Leucograma
Os valores leucocitarios dos animais do grupo IM obtidos por meio de leucogramas,
evidenciaram valores da CTL estatisticamente mais baixa (p<0,05) ap6s o tratamento com o
imunossupressor quando comparados a si proprios antes do tratamento, apresentando uma
reducdo em cerca de 55% no namero total de leucdcitos circulantes. Ainda no grupo IM,
verificou-se acentuada reducdo (p<0,05) na porcentagem de leucdcitos diferenciais
circulantes: neutrdfilos (58%), linfdcitos (56%) e mondcitos circulantes (26%) (Tabela 1).

No grupo CT, por sua vez, observam-se aumentos exponenciais (p<0,05) na
porcentagem de leucdcitos totais circulantes ao final do experimento (94%), bem como de
leucdcitos diferenciais: neutrofilos (12%), linfécitos (103%) e mondcitos (69%) (Tabela 1).

Comparando os valores leucocitarios do grupo IM antes e ap6s o tratamento
imunossupressor, com os valores obtidos pelo grupo CT, comprova-se, portanto, a eficacia
do efeito imunossupressor da DEX sobre os leucdécitos circulantes de gerbils, apds 25 dias

de tratamento com o corticoide (Tabela 1).
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Tabela 1 — Contagens total e diferencial de leucdécitos circulantes de gerbils, antes e ap6s

tratamento com dexametasona durante 25 dias.

GRUPOS Contagem total Contagem diferencial de leucdcitos
de leucacitos
Leucacitos (x) Neutrdfilos Linfocitos Mondcitos
103/mm?3 (mm?) (mm?) (mm3)
IM (1) 7971 +553,1 2465 + 227,7 5133 +512,2 346,2 + 62,74
IM (T) 4400 + 464,5 2873 +317,0 91,21 +23,39
1436 + 183,8
Valor de p 0,0003 * 0,0098 * 0,0021 * 0,0191 *
REDUCAO 55,20 58,25 55,97 26,34
(%)
CT (1) 6233 £+ 205,6 1801 +123,3 4420+ 318,7 122,8 +36,71
CT(T) 12142 + 1153 2346 £397,1 9588 +901,0 207,7 £52,34
Valor de p 0,0042 * 0,1856 0,0012 * 0,2991
AUMENTO 94,80 12,30 103,48 69,13
(%)

Nota: IM (1) — Leucograma do grupo tratado com imunossupressor (antes do inicio do experimento).
IM (T) — Leucograma do grupo tratado com imunossupressor (apés o término do experimento). CT
(1) — Leucograma do grupo ndo-tratado (antes do inicio do experimento). CT (T) — Leucograma do
grupo nao-tratado (ap6s o término do experimento). Dados foram expressos como média dos valores
dos leucogramas pré e pos-tratamento imunossupressor (média + erro padrdo; n=8). *p<0,05; one-
way ANOVA e Tukey.

5.3 Analise da Permeabilidade Intestinal

Né&o foram observadas diferencas significativas na permeabilidade intestinal entre o
grupo imunossuprimido-infectado: IMIn (0,1088 + 0,005298) e os demais grupos
experimentais: CT (0,1293 = 0,03907), CTIn (0,05712 £ 0,008243) e IM (0,1259 =*
0,007370) (Figura 8).
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Figura 8 — Andlise da permeabilidade duodenal de gerbils através da dose (%) de DTPA
detectada no sangue dos animais, apos 4h da gavagem da solucéo. (CT) grupo controle; (CTIn)
grupo controle-infectado por G. lamblia; (IM) grupo imunossuprimido néo-infectado; (IMIn) grupo
imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo. *p<0,05; one-way ANOVA e Tukey.

5.4 Analises histopatoldgicas
5.4.1 Histopatologia do bago

As regides de polpa branca e polpa vermelha do grupo CT, se apresentaram em
consonancia com o bagco em estado normal de ativacédo (Figura 9a). No grupo CTIn, por sua
vez, a polpa branca se mostrou aumentada de tamanho, sugerindo intenso estado de ativagédo

linfocitaria clonal nos gerbils infectados ndo-imunossuprimidos (Figura 9b).

Os cortes histoldgicos do bago dos grupos IM e IMIn apresentaram tamanho reduzido
quando comparados aos demais grupos, evidenciado pela menor dimensdo dos cortes
histoldgicos quando visualizados pela objetiva de 4x (Figura 9c; d). Tal redu¢do mostrou-
me mais proeminente no grupo IM (Figura 9c), quando comparada com o grupo IMIn
(Figura 9d), evidenciando hipoplasia das &reas de polpa branca nos animais
imunossuprimidos. Com reloacdo aos animais infectados, a regido de polpa branca se

mostrou mais reduzida no grupo IMIn quando comparada ao grupo CTIn (Figuras 9b,d).
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Figura 9 - Fotomicrografias do bago de gerbils. (a) grupo controle (CT): bago de aspecto his-
toldgico normal. Polpa branca (*) e polpa vermelha (#); (b) grupo controle-infectado por G. lamblia
(CTlIn): bago evidenciando hiperplasia da polpa branca (*); (¢) grupo imunossuprimido ndo-infectado
(IM): bago evidenciando regido de polpa branca reduzida (*); (d) grupo imunossuprimido infectado

por G. lamblia (IMIn): regido de polpa branca também reduzida (*). Hematoxilina & Eosina. Barra
=100 pm.
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5.4.2 Histopatologia do intestino delgado

O intestino delgado proximal (duodeno) no grupo CT se mostrou dentro dos padrdes
de normalidade, apresentando vilosidades altas, com celularidade normal na I[amina prdpria
e a camada muscular da mucosa intacta. A submucosa se apresentou delgada, sem vasos
hiperémicos ou infiltrado inflamatdrio, assim como as camadas muscular e serosa que

também ndo apresentaram alteracdes (Figura 10a).

Observou-se no grupo infectado CTIn, vilosidades mais curtas e mais espessas
quando comparado aos grupos CT, IM e IMIn. A mucosa apresentou discreto edema nas
vilosidades (Figura 10b) e infiltrado inflamatério moderado (Figura 10b, c). Detectou-se
na submucosa leve infiltrado inflamat6rio mononuclear. Essas alteragdes envolveram mais
de 50% do tecido presente na lamina (considerando a analise em microscopio 6tico atraves
da objetiva de 10x). De forma pontual e bem esporadica, foram observadas erosdes na
mucosa. Nao foram observadas ulceracfes ou infiltrado de neutréfilos. A muscular da
mucosa, assim como a camada muscular e serosa apresentaram-se sem alteragdes (Figura
10b).

As vilosidades intestinais no grupo IM se apresentaram mais longas e delgadas
guando comparado ao grupo CT. Nado foram observadas lesGes nas camadas mucosa,
submucosa, muscular e serosa. Destaca-se a reduzida celularidade da lamina prépria em
todos os vilos no grupo IM (Figura 10d). Ja o grupo IMIn, por sua vez, apresentou
vilosidades mais longas quando comparado ao grupo CT, e celularidade na lamina prépria
equivalente a do mesmo grupo, sendo assim, maior que a do grupo IM, mas menor que a do
grupo CTIn. Observou-se ainda, no grupo IMIn, criptas hiperplasicas e edema moderado nas

vilosidades (Figura 10e).
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Figura 10 — Fotomicrografias do duodeno de gerbils. (a) grupo controle (CT): mucosa intestinal com
arquitetura da mucosa preservada e auséncia de inflamagdo; (b) grupo controle-infectado por G. lamblia
(CTIn): edema discreto (#), infiltrado inflamatorio moderado (*) criptas hiperplasicas (cabegas de seta),
vilosidades achatadas (seta); (¢) Detalhe da figura anterior mostrando infiltrado inflamatdrio na lamina
propria (*); (d) grupo imunossuprimido nado-infectado (IM): mucosa duodenal de aspecto normal; (e)
grupo imunossuprimido-infectado por G. lamblia (IMIn): presenga de edema moderado (#) e hiperplasia
das criptas (cabeca de seta). Hematoxilina & Eosina. (a, b, d, e): Barra = 100 um; (c¢): Barra = 20 pm.
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As alteragdes histopatoldgicas foram classificadas utilizando o sistema de escore
(Figura 7). Observou-se escore 0 no grupo CT indicando mucosa intestinal dentro dos
padrdes de normalidade. O grupo CTIn apresentou escore 4, 0 que corresponde a mucosa
apresentando erosfes pontuais, infiltrado inflamatdério moderado, diminuicdo no tamanho
das vilosidades intestinais, hiperplasia das criptas em 25%, e infiltrado leve na submucosa.
Ja os grupos IM e IMIn apresentaram valores baixos de escore (0-1) em relacdo ao grupo
CTIn, evidenciado pela presenca de edema discreto na mucosa e/ou dilatagdo do vaso

galactoforo e presenca reduzida ou auséncia de infiltrado inflamatério (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11 — Avaliacdo semi-quantitativa das lesdes da mucosa duodenal de gerbils. (CT) grupo
controle; (CTIn) grupo controle-infectado por G. lamblia; (IM) grupo imunossuprimido néo-
infectado; (IMIn) grupo imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram
expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes = p<0,05; Barras pretas = infectados, Barras

brancas = controles. One-way ANOVA e Tukey.

5.4.3 Altura das vilosidades intestinais

O grupo CTIn (464,1 um £ 17,60 um) apresentou reducéo na altura das vilosidades
intestinais quando comparado ao seu grupo controle, CT (573,1 um £ 32,52 um) (p<0,05).
Além disso, diferenca estatistica entre o grupo CTIn e os grupos IM (536,7 um + 27,73 um)
e IMIn (508,8 um + 29,64 um), assim como nao houve entre os demais grupos entre si
(Figura 10).
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Figura 12 — Altura (um) das vilosidades duodenais de gerbils. (CT) grupo controle; (CTIn) grupo
controle-infectado por G. lamblia; (IM) grupo imunossuprimido ndo-infectado; (IMIn) grupo
imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo. *p<0,05; one-way ANOVA e Tukey.

5.4.4 Profundidade das criptas intestinais

As criptas intestinais se apresentaram mais profundas (hiperplasicas) nos animais do
grupo CTIn (151,9 um % 5,646 pum) (p<0,05) com relacdo aos outros grupos CT (69,09 pum
+ 1,965 um), IM (62,14 pm = 2,005 pm) e IMIn (69,51 pm = 2,512 ym). N&o houveram
diferencas estatisticas entre os demais grupos (Figura 13).
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Figura 13 — Profundidade (um) das criptas duodenais de gerbils. (CT) grupo controle; (CTIn)
grupo controle-infectado por G. lamblia; (IM) grupo imunossuprimido néo-infectado; (IMIn) grupo
imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo. *p<0,05; one-way ANOVA e Tukey.
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5.4.5 Relacdao Cripta/Vilosidade

A relacéo cripta/vilosidade do grupo CTIn (0,3298 + 0,01657) foi maior do que a dos
grupos CT (0,1231 + 0,007941), IM (0,1181 + 0,008320) e IMIn (0,1382 + 0,005521)
(p<0,05), evidenciando intensa renovacéo epitelial no intestino dos animais infectados com
Giardia lamblia, ndo-imunossuprimidos. Ndo houve diferenca estatistica entre os demais

grupos (Figura 14).
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Figura 14 — Relacéo Cripta/Vilosidade duodenais de gerbils. (CT) grupo controle; (CTIn) grupo
controle-infectado por G. lamblia; (IM) grupo imunossuprimido ndo-infectado; (IMIn) grupo
imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo. *p<0,05; one-way ANOVA e Tukey.

5.5 Area de mucinas intestinais PAS positivas

As regides PAS* se mostraram menores, bem como o nimero e o tamanho das células
caliciformes nos grupos CT e IM (Figura 15a, c). Observou-se um aumento na quantidade
de células caliciformes, evidenciadas por amplas regides PAS™ (relativas a marcacdo das
mucinas intestinais) na superficie do epitélio e nas criptas intestinais nos grupos infectados
(CTIn e IMIn) (Figura 15b, d). No entanto, observam-se células caliciformes de tamanho

maior no grupo IMIn quando comparado ao grupo CTIn (Figura 15b, d).
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Figura 15 — Fotomicrografias de duodeno de gerbils evidenciando as dreas positivas para muco
intestinal. (a) grupo controle (CT): mucosa intestinal com aspecto histolégico normal mostrando
regides coradas por Acido Periodico de Schiff (PAS); (b) grupo controle-infectado por G. lamblia
(CTIn): mucosa intestinal evidenciando criptas hiperplasicas (#), infiltrado inflamatério moderado na
lamina propria (*) e discreto aumento de regides PAS+ (cabega de seta); (¢) grupo imunossuprimido
ndo-infectado (IM): regides PAS+ apresentam um padrdo semelhante ao da mucosa intestinal normal;
(d) grupo imunossuprimido-infectado por G. lamblia (IMIn): maiores regides PAS+ e hiperplasia de
células caliciformes (cabegas de setas); (¢) maior aumento da figura anterior evidenciando as células
caliciformes. Acido Periodico de Schiff. (a,b,c,d): Barra = 100um; (e): Barra =20 um.
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Identificou-se um aumento estatisticamente significativo na producdo de muco pelo
grupo IMIn [43694 um2 (36751 um?2 - 74759 um?)] evidenciado por maior area PAS positiva
marcada na mucosa intestinal dos animais imunossuprimidos-infectados, quando comparado
aos demais grupos: CT [28465 pum?2 (17359 um? - 38008 pum3)], CTIn [30342 umz2 (22607
pm?2 - 35285 um?)] e IM [24659 pum? (18395 um?2 - 28898 um?)]. Ndo houve diferenga
estatistica entre os grupos CT, CTIn e IM (Figura 16).
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Figura 16 — Area (um?) de marcaciio PAS positiva na mucosa duodenal de gerbils. (CT) grupo
controle; (CTIn) grupo controle-infectado por G. lamblia; (IM) grupo imunossuprimido néo-
infectado; (IMIn) grupo imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram

expressos como mediana e intervalos interquartis. *p<0,05; Kruskal Wallis e Dunn.

5.6 Analise da area de trofozoitos de Giardia lamblia imunomarcados

Realizou-se a mensuracdo dos trofozoitos aderidos ao epitélio intestinal e também
daqueles presentes no lumen do duodeno, identificados por meio de reagdo imuno-
histoquimica (Figura 17). Observou-se um maior nimero de trofozoitos imunomarcados
livres no limen e/ou aderidos a mucosa, no grupo IMIn (Figura 17a) quando comparado ao
grupo CTIn (Figura 17b).
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Figura 17 — Fotomicrografias de reagdo imuno-histoquimica para trofozoitos de Giardia lamblia.
(a) Grupo imunossuprimido-infectado por G. lamblia (IMIn): presenca de grande nimero de trofozoi-
tos de G. lamblia imunomarcados no limen intestinal (setas); (b) Maior aumento da figura anterior
mostrando trofozoitos imunomarcados (setas); (¢) Grupo controle-infectado por G. lamblia (CTIn):
presenga de trofozoitos de G. lamblia imunomarcados no lumen intestinal. Hiperplasia de criptas (*).
Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris. (a,c): Barra = 100 pum; (b) Barra = 10 pm.
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A analise quantitativa confirmou maior area de trofozoitos imunomarcados (p<0,05)
nos animais do grupo IMIn (1168 * 68,27) quando comparado ao grupo CTIn (2040 +

140,3), evidenciando um maior parasitismo no grupo imunossuprimido (Figura 18).
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Figura 18 — Area de marcac&o imuno-histoquimica positiva para trofozoitos de G. lamblia na
mucosa duodenal de gerbils infectados. (CTIn) grupo controle-infectado por G. lamblia; (IMIn)
grupo imunossuprimido infectado por G. lamblia (IMIn). Os dados foram expressos como média +

erro padrdo. *p<0,05; test T student
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6. DISCUSSAO

As doencas diarreicas sao responsaveis por relevantes problemas no cenario de saude
publica mundial, representando a maior causa de morbidade e morte em crian¢as menores
de 5 anos de idade, principalmente nos paises em desenvolvimento. Nessas regides 0s
problemas tendem a ser acentuados, devido a sua intima associagao as negligéncias de ordem

socio-econdmicas e com o0 saneamento basico precario (MARIANO, 2014).

Nesse contexto, o protozoario G. lamblia (sin. G. intestinalis; G. duodenalis) assume
significativa importancia, por pertencer ao grupo de patdgenos entéricos mais
frequentemente identificado como agente causador de diarreia em todo o mundo (SAVIOLI
et al., 2006). Estima-se que existam cerca de 280 milhGes de pessoas acometidas com
diarreia aguda e outras manifestac@es clinicas em decorréncia de infec¢des por G. lamblia
anualmente, em regides negligenciadas (ANKARKLEYV et al., 2010). Todavia, devido ao
alto potencial zoonotico e disseminativo do parasito, G. lamblia também se apresenta como
0 protozoario mais comumente diagnosticado em surtos diarreicos que ocorrem nos paises
ricos, e em visitantes de areas endémicas (THOMPSON, 2000).

Dentre os grupos de maior vulnerabilidade nas infec¢Bes intestinais, os individuos
imunodeprimidos/suprimidos sdo frequentemente reportados como pacientes que
apresentam manifestaces clinicas mais severas (SABBAGA, 1987; CURRENT &
GARCIA, 1991; O'DONOGHUE, 1995; JABUR et al., 1996). Estudos de casos clinicos

relataram que individuos imunodeficientes infectados por protozoarios entéricos, tais como
Cryptosporidium parvum, apresentaram quadros de diarreia incontrolaveis, desidratacédo
diarreica aguda (20 ou mais evacuagOes por dia), e comprometimento dos ductos biliares e
pancredticos (CURRENT & GARCIA, 1991; O’DONOGHUE, 1995). Enquanto 0s
individuos imunocompetentes infectados, por sua vez, evoluiram para a cura espontanea
(JABUR et al., 1996).

Pacientes mantidos por terapia imunossupressora durante longos periodos, em
especial aqueles submetidos a transplantes de érgéos, frequentemente sofrem processos de
reativacdo de infecgdes parasitarias diversas, tais como as causadas por Toxoplasma gondii,
Pneumocystis carinii, Cryptosporidium parvum e Strongyloides stercoralis, que assumem
um carater infeccioso grave nesses individuos (HO & DUMMER, 1995). Em estudo
relacionando infecgdes parasitarias em pacientes submetidos a transplante renal, observou-

se casos extremos de estrongiloidiase sistémica crénica apos trés meses do procedimento de
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transplante, periodo no qual a imunossupressdo aconteceu de forma mais acentuada
(SABAGGA, 1987).

O processo infeccioso de G. lamblia em individuos imunocomprometidos foi
timidamente reportado na literatura. Nos paises desenvolvidos, as infec¢fes por G. lamblia
retratam as maiores prevaléncias de hospedeiros com a forma sintomética da doenca
(THOMPSON, 2000) e, também, acometidos por falhas diversas no sistema imune
(BARSOUM, 2006). As desordens gastrointestinais oriundas da giardiase, se mostram mais
frequentes a medida em que a incidéncia de pacientes imunodeficientes aumenta (EREN et
al., 2007) culminando em aumento na carga parasitaria, cronicidade da infeccdo e danos, as
vezes irreversiveis, a mucosa intestinal dessa populacdo (AGARWAL & MAYER, 2013).

Dentre as centenas de imunodeficiéncias existentes, a hipogamaglobulinemia é uma
sindrome caracterizada pela baixa producdo de imunoglobulinas (Igs) que causa sérias
deficiéncias na producdo de células B e na funcionalidade das células T (JABUR et al.,
1996). Por esse motivo, pacientes hipogamaglobulinémicos que apresentam niveis baixos de
anticorpos IgA, IgM e 1gG, frequentemente resultam em casos de giardiase sintomatica
cronica (LANGFORD et al., 2002). A producédo inadequada de anticorpos se apresenta,
ainda, como a principal razdo pela qual os individuos imunodeficientes apresentam quadros
clinicos mais graves (ECKMANN, 2003).

Estudos demonstraram que a prevaléncia de cistos de Giardia recuperados em
amostras de fezes de pacientes acometidos com hipogamaglobulinemia é significantemente
maior quando comparados a individuos imunocompetentes (ANGARANO et al., 1997,
RUTTENBERG et al., 1990; WEBSTER, 1980; FAUBERT, 2000). Relatos clinicos de
criancas com hipogamaglobulinemia congénita ligada ao cromossomo X, e naquelas com
hipogamaglobulinemia adquirida devido a Sindrome de Bruton, evidenciaram a ocorréncia
de quadros de diarreia em 100% dos pacientes infantis infectados por G. lamblia (AMENT
& RUBIN, 1972; BOYD & BACHMAN, 1982; PERLMUTTER et al., 1985).

A susceptibilidade dos individuos hipogamaglobulinémicos as infeccdes por G.
lamblia remota a importancia de mecanismos mediados pela acdo de anticorpos especificos
e por celulas T, para eliminacdo de G. lamblia do lumen intestinal dos infectados
(HEYWORTH et al., 1987; SERRADELL et al., 2018). Além disso, as imunodeficiéncias
podem prejudicar o tratamento da parasitose, tornando o paciente refratario ao tratamento

com metronidazol (principal farmaco giardicida) (HEYWORTH et al., 1987).
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A maioria das cepas da espécie G. lamblia ndo infectam ratos adultos, nem mesmo
aqueles que apresentam imunodeficiéncia severa (ECKMANN, 2003). Em associacao, ratos
infectados por G. muris nos primeiros dias de vida, geralmente eliminam o parasito
precocemente, por volta dos dias 17-20 de idade, provavelmente relacionado a transferéncia
de anticorpos maternos (HILL et al., 1983). Tais evidéncias corroboram a existéncia de um
eficiente, porem incompreensivel mecanismo de defesa e de resisténcia apresentado pelo
hospedeiro, frente as infeccbes por Giardia. Contudo, deve-se considerar também as
caracteristicas do parasito e do ambiente (incluindo o intestinal) para o estabelecimento da
infeccéo (GIL, 2016).

Apesar desses relatos incisivos, ha ainda na literatura, uma grande controvérsia
envolvendo imunodeficiéncias e giardiase. Curso infeccioso brando, semelhante a pacientes
imunocompetentes sintomaticos, foi relatado em pacientes hipogamaglobulinémicos com
severa deficiéncia na secrecdo de IgA e de outros anticorpos especificos anti-Giardia
(ZINNEMAN & KAPLAN, 1972). Esses dados sdo corroborados por Teahon et al. (1994),
que observaram auséncia de severidade ou quadros persistentes de diarreia em pacientes
infectados, concomitantemente, por HIV e G. lamblia, mesmo apresentando baixa contagem
de células CD4".

Em associacdo, Jones & Brown (1974) demonstraram a auséncia de qualquer
diferenca nos niveis de IgA secretoria e sérica especifica anti-Giardia, entre pacientes
hipogamaglobulinémicos com giardiase e um grupo controle. Outras evidéncias reportaram
ainda, que criancas acometidas por grave deficiéncia em células T devido a aplasia no timo,
ndo apresentaram maior susceptibilidade a infeccdo por G. lamblia quando comparadas a
criancas imunocompetentes (WEBSTER, 1980).

Tais contradicdes clinicas observadas em pacientes imunocomprometidos
acometidos por giardiase, demonstram que a resposta imune que protege o hospedeiro contra
o0 desenvolvimento de danos a integridade da mucosa intestinal, parece ndo estar associada,
exclusivamente, aos mecanismos classicos mediados por anticorpos especificos, células
CD4* e outros subtipos de células T (SERRADELL et al., 2018). Entretanto, diferentemente
do que ocorre em varias outras infec¢Bes intestinais, a fisiopatologia na giardiase se
apresenta como resultado de eventos multifatoriais pouco conhecidos, influenciados pela

triade epidemiologica (parasito, hospedeiro e ambiente) (GIL, 2016).

Atualmente, registra-se um  aumento  significativo de  populacdes

imunocomprometidas em todo o mundo, decorrentes do uso de drogas imunossupressoras
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para o tratamento de deficiéncias imunes adquiridas ou congénitas (BARSOUM, 2006) ou
por infecgdes pelo virus HIV, sendo esta Ultima cada vez mais incidente no contexto mundial
(BARSOUM, 2006; STARK et al., 2009). A escassez de dados na literatura correlacionando
0 uso de farmacos imunossupressores e pacientes com giardiase, aliado a controvérsia clinica
observada em pacientes imunodeficientes infectados por G. lamblia, tornam o entendimento
sobre a fisiopatologia da parasitose, nesse contexto, ainda mais obscuro (BACHUR et al.,
2008).

Contudo, sabe-se que as intervencOes terapéuticas que alteram as respostas
imunologicas dos individuos podem interferir drasticamente no equilibrio entre os parasitos
e seus hospedeiros, propiciando aumento na viruléncia de patdgenos, incluindo micro-
organismos que geralmente nao sdo considerados patogénicos, além de propiciar resisténcia

ao tratamento em ambos 0s contextos patolégicos (BARSOUM, 2006).

Os corticosteroides se apresentam como a classe de farmacos mais prescritos para o
tratamento de doencas auto-imunes e inflamatorias, exibindo uma acdo importante na
resposta dos linfécitos T aos antigenos, suprimindo citocinas inflamatérias e,
consequentemente, os danos ocasionados a mucosa intestinal pela resposta exacerbada aos
antigenos proprios e/ou externos (MATI, 2009). Dentre os corticoides mais utilizados em
terapias imussupressoras, a dexametasona (DEX) é frequentemente o farmaco de escolha,
por se mostrar altamente eficaz e ativo, com acgdes similares ao cortisol humano,
apresentando cerca de 25 a 30 vezes maior poténcia do que a hidrocortisona, sem no entanto,
desencadear efeitos adversos no metabolismo eletrolitico (MELO et al., 1994; CZOCK et
al., 2005).

Os principais mecanismos da DEX sdo sobre os leucdcitos, principalmente os
linfécitos circulantes, sendo observado o fendmeno de apoptose acentuada dessas células
apos a administracdo do medicamento (MATT]I, 2009). Além disso, o tratamento com DEX
promove a inibicdo da acumulacdo e da migracdo de células inflamatorias, incluindo
macrofagos e leucdcitos para a regido da inflamacdo (MELO et al., 1994) inibe ainda, a acéo
fagocitica de células imunoldgicas, e de mediadores quimicos da inflamagdo (CZOCK et al.,
2005).

Em infeccBes por G. lamblia, as células T, principalmente as CD4", exercem um
importante papel no controle e eliminagdo do parasito no intestino do hospedeiro infectado
(SINGER & NASH, 2000), o que sugere que a terapia imunossupressora com a DEX possa

se apresentar como um fator contribuinte para a cronicidade e severidade da parasitose.
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Considerando essa hipdtese, buscou-se por meio deste trabalho, contribuir para o
esclarecimento do assunto, avaliando a integridade do intestino delgado de gerbils
imunossuprimidos atraves de terapia com dexametasona, e desafiados experimentalmente
com G. lamblia. Para tal, foram realizadas avaliacdes histopatoldgicas e morfométricas no
intestino delgado dos animais, tais como: i) a altura das vilosidades e a profundidade das
criptas intestinais, respectivamente; ii) a quantificacdo da producdo de muco intestinal e o
parasitismo, além de avaliacdo da integridade do epitélio intestinal por meio da medicéo da

permeabilidade no duodeno dos roedores.

Estudos prévios sobre a fisiopatologia da giardiase em gerbils, demonstraram que a
infeccdo por G. lamblia pode ocasionar profundas mudancas na arquitetura da mucosa
intestinal desses animais, semelhante ao encontrado em seres humanos. Dentre as lesdes
ocorrentes, incluem-se o achatamento e/ou atrofia de vilosidades intestinais, aumento do
infiltrado inflamatdério na mucosa e submucosa, hiperplasia de criptas intestinais e das
células caliciformes, que resultam em aumento na secre¢do de muco na superficie do epitélio
(FERGUSON et al., 1990; BURET et al., 1992; SCOTT et al., 2004; ARAUJO et al., 2008;
COTTON et al, 2011; 2014; FONSECA, 2015; VENTURA, 2016).

No presente estudo, observamos que o inoculo utilizado para o desafio dos gerbils
do grupo CTIn, promoveu uma infeccdo cujo padrdo se mostrou semelhante ao relatado na
literatura (FERGUSON et al., 1990; SCOTT et al., 2004; ARAUJO et al., 2008; COTTON
et al, 2011; 2014). Evidenciou-se diminuicdo na altura das vilosidades, que também se
apresentaram mais espessas (presenca de edema leve) quando comparadas aos demais
grupos. As criptas sofreram hiperplasia acentuada, houve um aumento na relagdo
cripta/vilosidade e, registrou-se, ainda, a ocorréncia de infiltrado inflamatorio

principalmente mononuclear na [amina prépria e na submucosa.

Na mucosa intestinal saudavel, a renovacdo das células epiteliais ocorre a cada 3-5
dias, iniciando-se pelas células da cripta que se movem lentamente formando novas
vilosidades (LOPEZ-ROMERO et al., 2015). Em processos de dano epitelial infeccioso,
observa-se um aumento na taxa de renovacao epitelial, observado pela elevacdo da razdo
cripta/vilosidade, como uma tentativa de reparacdo tecidual (FONSECA, 2015). Em
infeccOes por Giardia lamblia o0 aumento na relagdo cripta/vilosidade é um dos fatores mais
recorrentes, sugerindo que as lesbes epiteliais causadas pelo parasito sirvam como um
estimulo para o desenvolvimento das células das criptas e regeneracdo dos vilos (SCOTT et
al., 2004), corroborando os achados neste estudo.
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Entretanto, ao analisarmos os parametros histopatoldgicos do intestino dos animais
do grupo IMIn, observamos criptas maiores e células caliciformes hiperplésicas. As
vilosidades se apresentaram mais longas e integras, e a celularidade na lamina propria
reduzida. Ao comparar esses resultados com os achados no grupo CTIn, observa-se que 0
indculo utilizado se mostrou habil em produzir alteraces que culminaram em reducdo na
altura das vilosidades dos animais imunocompetentes, mas ndo nos imunossuprimidos.
Infere-se que, nessa circunstancia, fatores relacionados ao hospedeiro estejam implicados na

patogénese da infeccdo, em especial, na inducgéo de resposta imune inflamatoria exacerbada.

Em algumas doencas infecciosas, 0s principais aspectos fisiopatoldgicos nédo se
relacionam a uma acdo direta do patégeno, mas sim, como uma resposta imune anormal do
hospedeiro, resultando em dano tecidual (COOKE et al., 2004). Estudos prévios utilizando
camundongos timo-depletados infectados com Giardia, demonstraram que as lesdes
intestinais, incluindo atrofia das vilosidades e hiperplasia de criptas eram resultantes de
resposta imune mediada por células T ativadas, que foram reconstituidas nesse modelo (da
CUNHA et al., 1990; SCOTT et al., 2004).

Durante o curso da infeccdo por G. lamblia, observa-se a ocorréncia de uma transicéo
gradual de linfécitos citotdxicos e células T auxiliares para os compartimentos intra-epitelial
e lamina prépria, promovendo uma reacdo imune local mediada por linfécitos CD4" e CD8*
(GOTTSTEIN et al., 1991; VINAYAK et al., 1991; VENKATESAN et al., 1997; SCOTT
et al., 2004). Evidéncias de que as células CD4" estdo envolvidas na eliminacdo de G.
lamblia no lumen intestinal ja foram demonstradas (SCOTT et al., 2004), sendo a deplecao
desse tipo celular fator resultante em giardiase cronica (HEYWORTH et al., 1987; SINGER
& NASH, 2000). Por outro lado, a deplecéo de células CD8" e outros subtipos de células T
citotoxicas parecem ndo ter relacdo com a resolucdo da infecgdo, mas sim, podem estar
envolvidas no surgimento de danos da superficie da borda em escova formada pelas
microvilosidades intestinais (MULLER et al., 1998; NUSSLER et al., 2000; HONMA et al.,
2001; SCOTT et al., 2004).

As microvilosidade sdo estruturas intestinais importantes no processo de absorcéo de
nutrientes e também abrigam as enzimas dissacaridases. A destruicdo da borda em escova,
resulta em perda de area de superficie absortiva no intestino, culminando em méa-absorgéo e
digestdo de nutrientes decorrentes da giardiase (COTTON et al., 2011). O acumulo de
eletrolitos secretados, ndo-absorvidos e ndo-digeridos, e de macromoléculas, favorecem a
formacdo de um ambiente osmotico que capta liquido para o limen intestinal durante a
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infeccdo, e aparenta estar envolvido no aumento do transito intestinal, e nos quadros de

distensdo abdominal, diarreia e esteatorreia (GIL, 2016).

Os nossos achados corroboram as inferéncias de Scott et al., (2004) de que as
principais lesdes na mucosa intestinal, observadas nas infec¢Ges por G. lamblia, estdo
relacionadas principalmente, com uma resposta imunoldgica exacerbada do hospedeiro na
tentativa de eliminacdo do patdgeno. Esse fator se mostra dependente de mecanismos
mediados por células T, uma vez que somente 0s animais imunocompetentes infectados
apresentaram lesdes e presenca de infiltrado inflamatdrio no sitio da infec¢do. Similarmente,
a ocorréncia de atrofia de vilosidades intestinais demonstrou ser dependente da acéo de
linfécitos T em varias outras desordens, tais como na doenca-do-enxerto verso hospedeiro,
anafilaxia intestinal e na triquinose (FERGUSON, 1976; MANSON-SMITH et al., 1979;
FERREIRA et al., 1990; LIONETTI et al., 1993).

O tratamento com a DEX é capaz de inibir a sintese ou liberacdo de interleucina 1
(IL)-1, interferon (IFN) -y, TNF-0, quimiocinas, enzimas correlatadas ao processo
inflamatorio de reduzir a expressdo de moléculas de adesdo (OSTROSKY-ZEICHNER et
al., 1996; FALKENSTEIN et al., 2000; SCHLEIMER, 2004; CZOCK et al., 2005). Em
varias infeccdes entéricas o sistema imune em perfeito estado de ativacéo é imprescindivel
para a eliminacdo dos patdgenos, no entanto, na giardiase, tal mecanismo ndo apresenta
significativa importancia (ECKMANN, 2003). Aparentemente, a supressdo de muitos
mecanismos ligados a resposta inflamatoria, devido a terapia corticoide, pode ter atuado

como um fator protetor da integridade intestinal, conforme evidenciado no grupo IMIn.

Avaliamos a integridade do epitélio intestinal através da dosagem da concentracao
de *"Tc-EDTA no sangue dos gerbils, no entanto, nio evidenciamos alteracdes na
permeabilidade intestinal em nenhum dos grupos experimentais. Esse achado corrobora com
a auséncia de lesdes significativas, e com a inferéncia de que o sistema imune inato atuou

como um mecanismo fundamental para a protecao da integridade da mucosa no grupo IMIn.

Os achados sobre permeabilidade intestinal do nosso trabalho, diferem daqueles
encontrados por (SCOTT et al., 2002) que demonstraram aumento da permeabilidade do
intestino delgado em camundongos com deplecdo do timo e deficientes na maturacdo de
células imunes, e infectados por G. lamblia. No trabalho citado, evidenciou-se que a as
alteracbes na permeabilidade intestinal dos animais se correlacionava com o pico de
colonizacao da mucosa pelos trofozoitos, ocorrendo ndo somente nos animais atimicos, mas

também no grupo controle. Desse modo, conclui-se que os fatores que culminaram em
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aumento na permeabilidade dos animais atimicos, bem como na auséncia de alteracBes na
permeabilidade intestinal dos nossos animais imunossuprimidos, parecem ser independentes
de mecanismos mediados por células T (SINGER & NASH, 2000).

Nossos resultados também foram obtidos no pico da infec¢éo, quatorze dias (GIL et
al., 2016). Contudo, devemos considerar diferencas inerentes a cepa utilizada e também a
substancia usada para medir a permeabilidade. O DTPA é uma molécula grande (393,35
g/mol), que ao ser detectada no sangue confere significancia a lesdo intestinal e infere
rompimento da barreira epitelial (ANDRADE et al., 2015). Desse modo, avaliando nossos
resultados, podemos observar que os animais do grupo CTIn apresentaram menor alteracdo
na permeabilidade intestinal, apesar de ndo ter sido significativa. Talvez o hospedeiro tenha
respondido a infeccdo, induzindo uma resposta imune reparadora da barreira intestinal.
Contudo, devemos ainda considerar que a integridade da mucosa pode relacionar-se ao tipo
de hospedeiro, a cepa avaliada, a carga parasitaria e ao periodo da infecgéo.

De acordo com os achados de Scott et al., (2002) outro aspecto deve ser avaliado,
no que diz respeito a permeabilidade intestinal. A demonstracéo prévia de que o aumento na
permeabilidade ocasionado por G. lamblia em hospedeiro atimico e no grupo controle se
apresentou concomitante com o aumento das taxas de fosforilacdo da miosina quinase de
cadeia leve (MLC) e consequente reorganizacdo das proteinas F-actina e ZO-1, sugere que
que esse evento além de ser independente de respostas inflamatorias, é oriundo,
exclusivamente da variacdo genética do parasito. Contudo, diferentes testes de
permeabilidade e estudos bioquimicos necessitam ser feitos para melhor elucidar esse

fendmeno em modelo imunossuprimido.

Utilizamos a coloracao PAS para identificar e quantificar a area de producao de muco
no intestino delgado. Evidenciamos, um aumento acentuado na producdo de mucinas,
demonstrado por maiores areas PAS™ no grupo imunossuprimido-infectado (IMIn)
comparado aos demais grupos. Contudo, observamos que a quantificacdo do muco
produzido pelos animais do grupo IMIn, quando comparada ao grupo CTIn, foi
significantemente maior, 0 que pode ter contribuido para a auséncia de les@es intestinais nos

animais imunossuprimidos.

As mucinas que compdem a camada de muco intestinal sdo secretadas pelas células
caliciformes, e atuam como um mecanismo da resposta imunoldgica inata do hospedeiro,
protegendo o epitélio da acdo de enzimas digestivas, bem como dificultando a adesdo de

patogenos luminais aos enterocitos, incluindo Giardia (ECKMANN, 2003; MULLER & von
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ALLMEN, 2005; ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2006; LOPEZ-ROMERO et al., 2015).
Na giardiase crbnica, a perda de funcéo da barreira intestinal pode ser ocasionada, dentre
varios outros fatores, pela secrecdo reduzida de muco, favorecendo a colonizacdo do
intestino pelos trofozoitos (O’HARA & BURET, 2008; HALLIEZ & BURET, 2013).

Por meio do presente estudo ndo foi possivel estabelecer uma relagdo clara entre a
imunossupressao e o aumento na producdo de muco intestinal pelos animais infectados. No
entanto, nossos resultados demonstram que a maior quantidade de muco intestinal produzido
pelo grupo IMIn, pode representar um mecanismo protetivo da mucosa, estimulado pela
Giardia, durante a infecgdo aguda, periodo no qual ainda ndo h4 estabelecimento de resposta
imune especifica (MULLER & von ALLMEN, 2005). Provavelmente, como resposta
alternativa, a mucosa teria aumentado a producdo de muco para compensar a reducao da

defesa mediada pelas células da lamina prépria, muito reduzidas nesse grupo.

A auséncia de lesGes no grupo IMIn reforca que a resposta imune € a principal
responsavel pelo surgimento de lesdes na giardiase, além de controlar a infeccdo e lograr

algum nivel de protecéo.

Observa-se em quase todos os tipos de infecgdes, uma menor prevaléncia de
individuos que manifestam a doenca quando comparada ao nimero total de expostos ao
agente infeccioso. Tal indicativo infere, que na maioria dos casos, 0s hospedeiros conseguem
limitar o progresso da infeccdo (JANEWAY, 2001). Em mais de 85% dos casos, as infec¢bes
por Giardia lamblia possuem curso autolimitado, o que indica a existéncia de um eficiente

mecanismo de defesa do hospedeiro contra o parasito (FAUBERT, 2000).

O aumento do parasitismo evidenciado no grupo IMIn quando comparado ao grupo
CTlIn, corrobora os achados de (NAIR et al., 1981) de que individuos que fazem uso de
terapia imunossupressora, acometidos com giardiase, possuem dificuldades em eliminar o
parasito do intestino, e podem ainda, apresentar aumento no nimero de parasitos no limen
intestinal. No entanto, as razdes que tornam um individuo susceptivel ou resistente a infec¢do
por G. lamblia se apresentam multifatoriais (SINGER & NASH, 2000).

Os protozoarios parasitos possuem mecanismos de escape contra as agressdes
mediadas pelo sistema imune, 0 que 0S permite permanecer no hospedeiro por longos
periodos, causando infeccBes assintomaéticas cronicas, ainda que ndo cause a doenga
(JANEWAY, 2001; GIL, 2016). Nossos resultados corroboram com as observagdes dos

colegas supracitados. Observou-se no grupo IMIn, um significativo aumento na quantidade
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de trofozoitos encontrados no limen dos animais quando comparados ao grupo CTIn. Em
animais imunossuprimidos infere-se que a reducao das respostas imunoldgicas seja um fator
essencial para 0 aumento do parasitismo, e consequente aumento da intensidade das lesdes,
devido a reducdo de células efetoras e producéo limitada de citocinas importantes para a
eliminacdo do agente patogénico (ECKMANN, 2003; AGARWAL & MAYER, 2013).

Contudo, em nosso modelo ndo foi observado aumento das lesdes, muito pelo
contrario, a mucosa se apresentou sem alteracdes importantes, a exce¢do de maior producgédo
de muco e células caliciformes. Estes resultados vém reforcar o beneficio da resposta inata

na infec¢do nos imunossuprimidos.

O aumento na produgdo de muco intestinal apresentado pelo grupo IMIn suscita seu
envolvimento de forma sinérgica, tanto no controle da adesdo dos trofozoitos de G. lamblia
no epitélio, como também na protecao do parasito contra a acdo de enzimas digestivas, sais
biliares e mudancas no pH intestinal do hospedeiro (FONSECA, 2015).

Fonseca (2015) relata que alguns tipos de mucinas se mostram habeis em criar um
micro-ambiente entre o [limen e o epitélio que favorece a sobrevivéncia de trofozoitos de G.
lamblia e até mesmo otimiza a sua adesdo. Nossos resultados inferem que o aumento
concomitante na producdo de muco e na carga parasitaria no grupo IMIn aparenta corroborar
com essa afirmativa — ainda que haja a necessidade de realizagé&o de outras experimentacoes
comprobatdrias — sugerindo, ainda, que o parasito possa ter se mantido preso a densa camada
de mucina, protegido do ataque do sistema imune do hospedeiro, ainda que suprimido nesse
grupo, e outras adversidades, sem no entanto, obter acesso livre aos enterdcitos e sem causar-

Ihes alteracdes.

Os resultados deste trabalho sugerem que na auséncia de uma resposta imunoldgica
especifica anti-Giardia, o sistema imune inato apresente uma alta eficiéncia em limitar o
estabelecimento de infec¢6es pelo parasito, impedindo a aderéncia dos trofozoitos ao epitélio
intestinal do hospedeiro, principal gatilho iniciador das manifestacdes fisiopatoldgicas, e
consequentemente, clinicas na giardiase. No entanto, a resposta imune adaptativa se mostra
importante na resolutividade da infec¢do aguda, conforme evidenciado pelo menor nimero

de trofozoitos encontrados no Iimen intestinal do grupo CTIn comparado ao grupo IMin.

A principal a¢do do sistema imune inato em nosso modelo imunossuprimido e
infectado por G. lamblia, configurou-se em promover aumento na producdo de muco

intestinal e protecdo a integridade do epitélio, resultando em auséncia de lesdes e na
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manutengdo da integridade da mucosa intestinal dos animais. Todavia, novos estudos
avaliando a infec¢do em modelo imunossuprimido, por um maior periodo de tempo, talvez
possam contribuir com maiores elucidacGes sobre a ocorréncia ou ndo de manifestacbes
clinicas decorrentes de infecgcbes cronicas em imunossuprimidos, e sobre o padrdo da

resposta imunoldgica do hospedeiro contra G. lamblia, nesse contexto.

Evidenciamos ainda que, embora a resposta imunoldgica especifica anti-Giardia se
manifeste como um fator importante para a producdo de lesGes na giardiase, em nosso
modelo, a redugdo do numero de leucdcitos circulantes e da migracdo de leucocitos para o
sitio da infeccdo no grupo IMIn, resultou em uma agdo protetiva da integridade duodenal
dos animais. Esses resultados podem ajudar a elucidar as razbes pelas quais muitos
individuos imunodeficientes permanecem assintomaticos, embora carreadores e

disseminadores de G. lamblia durante longos periodos.
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CONCLUSOES

A reducdo dos danos intestinais nos animais imunossuprimidos, confirma o
protagonismo da resposta imune na enterite produzida por G. lamblia;

O muco constituiu importante fator de protecdo nos animais imunossuprimidos,
atuando como um dificultador da adesdo dos parasitos & mucosa intestinal;

O aumento na producdo de muco intestinal aparenta ser um evento correlacionado
ao aumento na carga parasitaria dos animais imunossuprimidos, sendo a atuac¢do do
muco de forma sinérgica na manutencdo da integridade da mucosa e, também na
protecao dos trofozoitos no micro-ambiente intestinal;

O aumento do numero de parasitos no lumen intestinal de gerbils imunossuprimidos
infectados, confirma a cronicidade da giardiase em humanos imunossuprimidos,
suscitando os gerbils como bons modelos para o estudo de infecgdes por Giardia
lamblia nesses hospedeiros, ainda que assintomaticos.
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9. ANEXOS

ANEXO 1

Certificado de aprovacdo na Comissio de Etica no Uso de Animais CEUA/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Permeabilidade intestinal e alterages patoldgicas resultantes
de desnutricdo, imunossupresséao e infeccdo experimental por Giardia lamblia no modelo Meriones
unguiculatus ", protocolo do CEUA: 254/2016 sob a responsabilidade de Maria Aparecida Gomes
que envolve a producgéo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 06/09/2016.

Vigéncia do Projeto

14/09/2016 a 14/09/2018

*Espécie/linhagem Gerhil383

N° de animais 9

Peso/ldade 45¢g / 4(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Parasitologia do

Instituto de Ciéncias Biologicas ICB UFMG

*Espécie/linhagem

Gerbil384

N° de animais 9

Peso/ldade 45¢g / 4(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério do Departamento de Parasitologia do

Instituto de Ciéncias Bioldgicas ICB UFMG

*Espécie/linhagem

Gerbil385

N° de animais 9
Peso/ldade 459 / 4(semanas)
Sexo masculino
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Sistema Solicite CEUA UFMG https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/
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