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RESUMO

A giardiase € uma doenca causada pelo protozoario Giardia lamblia, um parasito
patogénico nado invasivo que infecta anualmente 280 milhdes de individuos em todo o
mundo. A introducdo de probidticos na terapéutica de diversas doencas tém
aumentado nas ultimas décadas em funcdo dos beneficios gerados na saude do
hospedeiro. Grande parte das linhagens probiéticas com propriedades antimicrobianas
e imunomoduladoras comprovadas, sao bactérias acido-laticas que em microaerofilia.
Diante do exposto, decidimos avaliar a acdo de probibticos sobre Giardia lamblia em
infeccBes experimentais. Os probidticos estudados foram Bifidobacterium longum 5 e
Weissella paramesenteroides WpK4, esta Utima recém-isolada e ainda em fase de
comprovacao de sua fungdo probiética. Utilizaram-se 60 gerbils, machos e fémeas,
distribuidos em 6 grupos: B. longum 5" com Giardia (BLi); grupo B. longum 5 sem
Giardia (BLc); grupo W. paramesenteroides com Giardia (WPi); grupo W.
paramesenteroides sem Giardia (WPc); grupo controle infecgdo (Ci); grupo controle
(Cc). Os animais receberam os probiéticos (B. longum 5 ou W. paramesenteroides
WpK4), salina a 0,9%, na quantidade de 0,1mL diariamente, e suspensédo de Giardia
lamblia via gavagem,. Apos 10 dias de tratamento diario com os probioticos os animais
dos grupos BLi, WPi e Ci, foram infectados com G. lamblia e eutanasiados no décimo
sétimo dia apds o inicio do experimento. Para analise histolégica, a por¢do duodenal
do intestino delgado foi coletada, fixada e destinada a obtencao de cortes corados com
H & E e PAS. A altura das vilosidades, das criptas, a relacao criptas/vilosidades, area
de muco e area de trofozoitos imunomarcados, foram calculadas através do software
KS300 instalado no analisador de imagens Carl Zeiss. Os resultados foram produzidos
com o software GraphPad Prism® 4 (GraphPad Software Inc.). Em todos os testes
foram considerados como diferencas estatisticas os valores com nivel de significancia
menor que 5% (p<0,05). A altura das criptas intestinais apresentou aumento
significativo nos grupos infectados (Ci), (BLi) e (WPi) em relagcdo aos outros grupos
experimentais. Observamos que a relacao cripta/vilosidade foi significantemente maior
nos grupos infectados (Ci), (BLi) e (WPi) quando comparados aos demais. A andlise
da area de trofozoitos imunomarcados demonstrou reducdo significativa no namero de
trofozoitos dos grupos BLi e WPi em relagdo ao grupo Ci. Quanto a area de PAS
positivo observamos que no grupo BLi as regibes PAS positiva nas criptas e
vilosidades foi significantemente maior em relacdo aos grupos BLc, WPc, WPi. Este
trabalho demonstrou que a administracdo de bactérias probiéticas (B. longum 5 e W.
paramesenteroides) reduziu a carga parasitaria dos animais infectados com G.
lamblia.

Palavras-chave: Giardia lamblia; Probiéticos; Bifidobacterium longum; Weissella

paramesenteroides



ABSTRACT

Giardiasis is a disease caused by the protozoan Giardia lamblia, non-invasive
pathogenic parasite that infects 280 million people annually worldwide. The introduction
of probiotics in the treatment of various diseases have increased in recent decades due
to the benefits generated in the health of the host. Much of the probiotic strains with
antimicrobial properties and immunomodulatory proven, are lactic acid bacteria that in
microaerophilic. Given the above, we decided to evaluate the effect of probiotics on
Giardia lamblia in experimental infections. Probiotics Bifidobacterium longum 5™ were
studied and Weissella paramesenteroides WpK4, this very last newly isolated and still
in evidence phase of its probiotic function. We used 60 gerbils, males and females,
divided into 6 groups: B. longum 5 with Giardia (BLi); group B. longum 5 without
Giardia (BLC); W. paramesenteroides group with Giardia (WPi); W. paramesenteroides
group without Giardia (WPC); infection control group (C); control group (CC). Animals
received probiotic (B. longum 5 or W. paramesenteroides WpK4), 0.9% saline in the
amount of 0.1 mL daily, and Giardia lamblia suspension by gavage. After 10 days of
daily treatment with probiotics groups of animals BLi, WPi and Ci were infected with G.
lamblia were euthanized on the seventeenth day after initiation of the experiment. For
histological analysis, the duodenum of the small intestine was collected, fixed and
designed to obtain sections stained with H & E and PAS. The villus height, crypt, the
relationship crypt / villus, mucus area and area of immunostained trophozoites were
calculated using the software installed in KS300 by Carl Zeiss image analyzer. The
results were generated with GraphPad PRISM ® 4 software (GraphPad Software Inc.).
In all tests were considered statistical difference values with significance level of 5% (p
<0.05). The height of the intestinal crypts increased significantly in infected groups (Ci),
(BLi) and (WPi) compared to the other experimental groups. We observed that the
relationship crypt / villus was significantly higher in the infected group (Ci), (BLi) and
(WPi) when compared to the others. The analysis of trophozoites immunomarked area
showed a significant reduction in the number of trophozoites BLi and WPi groups in
relation to Ci group. As for PAS positive area observed that in the group BLi the
positive PAS regions in the crypts and villi was significantly higher compared to BLC
groups, WPC, WPI. This study demonstrated that administration of probiotic bacteria
(B. longum 5™ and W. paramesenteroides) reduced the animal load infected with G.
lamblia.

Keywords: Giardia lamblia; Probiotic; Bifidobacterium longum; Weissella
paramesenteroides






1. INTRODUCAO

A primeira observacao do protozoario integrante do género Giardia foi realizada
em 1681 pelo comerciante Holandés Antonie van Leeuwenhoek em seu
microscépio. No entanto, somente em 1970, periodo marcado pelo aumento
namero de individuos com sintomas de giardiase regressantes das visitas na
Unido Soviética, houve atencdo dos cientistas quanto ao fato coincidente dos
viajantes e das manifestagcdes clinicas direcionadas a Giardia. Desde entdo,
Giardia lamblia (sinonimia G. duodenalis e G. intestinalis) continua sendo um
dos parasitos mais prevalentes em todo o mundo, responsavel por disfuncdes
gastrointestinais em humanos, sobretudo criangas de idade escolar.

A sobrevivéncia do parasito no ambiente € prolongada e a dose para infeccéo é
relativamente baixa — 10 cistos. Para animais jovens da zona-rural, considera-
se um forte patégeno zoonotico, capaz de gerar grandes perdas econémicas
(Thompson, 2000; Monis et al, 2009; Walzer et al, 1971; O’Handley et al, 2001).

Em setembro de 2004, a giardiase, em funcdo de seu potencial zoondtico e
propagacdo antroponética, foi incluida no rol das Doencas Tropicais
Negligenciadas, grupo delimitado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
composto por enfermidades causadas por agentes infecciosos, como bactérias,
virus e protozoarios (Savioli et al, 2006). Essas doencas tém uma forte
correlacdo com areas onde o crescimento populacional desordenado nédo €
acompanhado por melhorias das condicbes de infraestrutura, sobretudo
relacionadas ao tratamento de agua e esgoto (Thompson, 2000; Snel et al,
2009).

Estima-se que ocorram anualmente, em todo o mundo, cerca de 280 milhGes
de casos humanos de giardiase (Lane & Lloyd, 2002). A taxa de prevaléncia
nos paises em desenvolvimento varia comumente de 20% a 30%. Relatos
apontam o estabelecimento de areas endémicas, aonde a prevaléncia chega a
100%, devido a altos indices de transmissibilidade do protozoario. Nos paises

desenvolvidos a prevaléncia varia de 3% a 7% (Ratanapo et al, 2008;Jensen et
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al,2009). Estes numeros fazem da giardiase a parasitose mais frequente em
paises desenvolvidos.

1.1. Género Giardia

1.1.1. Taxonomia

A primeira vez na qual o protozoario G. lamblia foi observado em amostras de
fezes diarreicas ocorreu em 1681, por Antonie van Leeuwenhoek ao examinar

ao microscopio suas proprias fezes.

Em 1859 Lambl descreveu detalhadamente o flagelado visto nas amostras de
intestino de humanos e o0 associou ao género Cercomonas, espeécie
Cercomonas intestinalis (Lambl, 1859). Grassi (1879) sem ter conhecimento da
descricdo feita por Lambl descreveu uma espécie encontrada em roedor,
Dimorphus muris, conhecida nos tempos atuais por Giardia muris. Kunstler
(1882-1883) ao encontrar um organismo nas amostras intestinais de girinos o
descreveu como Giardia agilis, sendo o género escolhido para homenagear o
zoblogo francés Professor Alfred Mathieu Giard. Davaine (1889), ao observar
amostras de fezes de coelhos, encontrou formas que se assemelhavam com as
formas de Giardia descobertas por Filice, que caracterizou o ciclo de vida do
parasita, entretanto nomeou seu achado de Hexamita duodenalis. A
denominacdo Lamblia intestinalis sugerida por Blanchard em 1888 foi alterada
por Stiles em 1902 para Giardia duodenalis. Anos mais tarde, Kofoid e

Cristiansen propuseram o nome G. lamblia (1915) e G. enterica (1920).

Por muitos anos houve contradicdo quanto ao numero de espécies de Giardia,
do mesmo modo, aumentaram-se as investigacbes com o0 objetivo de
determinar a origem do hospedeiro e a morfologia das espécies. Ao utilizar os
critérios morfologicos, Simon (1922) diferenciou a espécie G. lamblia de G.
muris, demonstrando que apenas a primeira estava correlacionada com a
forma humana. Assim sendo, Filice em 1952, ao investigar as caracteristicas
morfolégicas do protozoario, sugeriu trés espécies com base em sua

7

morfologia, isto é, no tamanho do disco ventral adesivo em relagdo ao
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comprimento da célula e o formato do trofozoito — G. agilis, G.muris e G.
lamblia. Porém, apenas em 1970 que o nome G. lamblia foi aceito e continua
sendo utilizado até o momento, ndo havendo razdes para abandonéa-lo, embora
no passado tenham ocorrido tentativas de pesquisadores para incentivar o uso
do nome G. duodenalis (1980) e G. intestinalis (1990) (Filice, 1952, Kulda &
Nohynkova, 1996).

Em suma, o género Giardia € membro do filo Sarcomastigophora, da classe
Zoomastigophora, da ordem Diplomonadida e da familia Hexamitidae
(Thompson et al, 1993). Atualmente compreende o género cerca de seis
espécies nomeadas, G. ardeae e G. psittaci em passaros, G. muris e G. microti

em roedores, G. agilis em anfibios e G. lamblia em mamiferos.

1.1.2. Caracterizacdo Genética

A introdugéo das técnicas moleculares tem revolucionado de forma singular o
estudo epidemiolégico da giardiase por meio de andlises baseadas na
amplificacdo do acido nucléico in vitro. Dados genéticos sugerem que G.
lamblia possa ser um complexo de espécies atribuidas a oito linhagens (A-H),
cujos membros possuem pouca variacdo na morfologia e na especificidade do

hospedeiro dependente do gendtipo (Monis et al, 2003).

Isolados de G. lamblia das linhagens (A e B) estdo associados as infeccfes
humanas em todo o mundo (Caccio & Ryan, 2008). Essas linhagens podem ser
divididas em sub-linhagens segundo a variedade genética das mesmas. Assim,
temos a linhagem A, sub-linhagens Al e All (isoladas de humanos), Alll e AIV
(isoladas de animais). Similarmente os isolados da linhagem B séo divididos
em sub-linhagens Bl e Bl (isoladas de cédes e macacos), Blll e BIV (isoladas de
humanos) (Thompson et al, 2000; Monis et al, 2003). Apesar dos isolados da
linhagem (A) serem 0s mais investigados, dados epidemioldgicos recentes tém
registrado grande relevancia dos isolados da linhagem (B). A prevaléncia da
linhagem (B) vem atingindo 58%, enquanto que a prevaléncia da linhagem A
atinge apenas 37%, ambos em giardiase humana (Una Ryan &Simone M
Caccio, 2013).
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As linhagens que diferem dos isolados A e B sao encontradas em animais e
rotuladas de C a H, logo os isolados C e D ocorrem em caes (por exemplo, em
filhotes alocados em canil de criacdo), lobos, coiotes e gatos. Isolados do
conjunto E sdo achados em bovinos (por exemplo, em ambientes como celeiro
fechado), bubalinos, suinos e caprinos. J4 os isolados do conjunto F, séo
identificados em gatos, enquanto os isolados do conjunto G tém sido
encontrados em ratos (Monis et al, 2009; Caccio et al, 2008). Recentemente
Lasek-Nesselquist e colaboradores (2010) divulgaram o conjunto H,
identificado em focas (Halichoerus grypus) e gaivotas (Larus argentatus)
sugerindo que o parasito (G. lamblia) tenha mais diversidade genética e de

hospedeiro do que imaginavam anteriormente.

1.1.3. Diferenciacéao celular

A diferenciacdo celular na Giardia spp. requer dois processos de transicao

atribuidos as formas de trofozoito e cisto.

1.1.3.1. Estrutura dos trofozoitos

Os trofozoitos de G. lamblia sdo formas multiplicativas ndo invasivas que
aderem na mucosa do intestino delgado e sdo responsaveis por manifestacoes
clinicas. Sua forma é bastante peculiar, sendo equiparada a uma péra cortada
no sentido do comprimento. Apresentam simetria bilateral e medem cerca de
12-15 micrdmetros de comprimento, 5-9 micrometros de largura e 1-2

micrémetros de espessura (Gillin et al, 1996).

Aspectos morfoldégicos comuns a outros eucariotos ndo séo visualizados nos
trofozoitos de Giardia spp, que carecem da presenca de mitocondria, de
peroxissomos e do complexo de Golgi durante toda divisdo celular. Por outro
lado, os trofozoitos possuem um citoesqueleto complexo que determina o
formato do parasito e ancora os quatro pares de flagelos presentes no corpo
celular onde emergem ventralmente, anterior-lateralmente, posterior-
lateralmente e caldalmente, oriundos do corpo mediano e do disco ventral. Os

corpos basais sdo os sitios de onde geram os flagelos. Os flagelos séo
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fundamentais para sobrevivéncia do parasito no hospedeiro, uma vez que
promovem a mobilidade dos trofozoitos e auxiliam no processo de ligacdo
mecanica entre o trofozoito e os enterdcitos no intestino (Adam, 2001; Palm et
al, 2005 ). Trofozoitos de G.lamblia possuem além das estruturas citadas, dois
axonemas de flagelo e dois nucleos ovalados, diploides (2 x 2N) idénticos
morfologicamente e geneticamente, rodeados por envelopes nucleares, com
replicagdo simultdnea, medidas de 1 mm de diametro cada, localizados na
metade anterior da célula, com divisdo por biparticdo (Solari et al, 2003). Os
dois corpos medianos presentes em formato de virgula, sdo componentes do
citoesqueleto, equivalentes a uma estrutura desordenada de microtubulos
posterior aos dois nucleos. Durante o ciclo celular, a forma e a presenca dos
corpos medianos variam, ausentando-se na mitose antes da divisdo do disco
ventral. Possivelmente os corpos medianos comportam como um reservatorio
de subunidadades de tubulina, logo a presenca desses reservatorios permitem
a rapida montagem de estruturas como o disco ventral, sendo assim, admite
certa manutencdo da infeccdo onde reduz a retirada dos trofozoitos que
encontram em processo de divisdo atraves dos movimentos peristalticos do
intestino. (Elmendorf et al, 2003; Dawson et al, 2010).

No lado anterior ventral dos trofozoitos, a estrutura conhecida por disco ventral
ou disco suctorial ou disco adesivo, também compde o citoesqueleto, estando
ligada a membrana plasmatica por pequenas fibras compostas por a e 3
tubulina, proteinas contrateis e proteinas da familia das giardinas (a- giardina,
3- giardina, y- giardina e &- giardina). Um dos papeis do disco ventral esta
relacionado a succdo promovida para aderéncia dos trofozoitos no epitélio das

microvilosidades intestinais (Solari et al, 2003; Benchimol, 2004).

Assim sendo, as organelas presentes no parasito como os flagelos e o disco
ventral tornam-se fundamentais, uma vez que os trofozoitos ndo invadem o
epitélio do hospedeiro, ficando dependentes da mobilidade e da forte adesédo

promovida por tais organelas na parede intestinal (Ankarklev et al, 2010).

1.1.3.2. Estrutura dos Cistos
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Os cistos de Giardia spp. sado responsaveis pela propagacdo da infeccdo em
novos hospedeiros susceptiveis. Quando maduros, exibem formato ovoide, ndo
se movimentam, medem aproximadamente de 8 a 12 ym de comprimento por 7
a 10 ym de largura. Os cistos sdo compostos por uma camada externa de 0.3 a
0.5 um de espessura que é circundada por uma rede filamentosa de 7 a 20 nm
de diametro (Adam, 2001). Ainda assim, contém uma parede externa com
componentes derivados do acgUcar, principalmente galactosamina em forma de
N-acetilgalactosamina (GalNAc) e proteinas originadas da parede do cisto
(CWPs) (Karr et al, 2004). As principais CWPs identificadas sao: CWP1, CWP2
e CWP3, as quais possuem repeticdes ricas em leucina e residuos de cisteina
conservados. Mais recentemente foi descrito a presenca de proteina derivada
do cisto em proteinas de superficie ndo variante (VSP) rica em cisteina
(HCNCp) que tem a expressao aumentada no trofozoito durante a encistacao
(Davids BJ et al, 2006).

A camada interna dos cistos apresentam duas membranas que atuam na
protecdo do parasito, delimitando o espaco periplasmatico. Dependendo do
estagio de maturacdo, o cisto pode ter de dois a quatro nucleos em seu
citoplasma, fragmentos do disco adesivo e flagelos “desmontados”. O cisto é
composto de 60% de carboidratos e 40% de proteinas. As fortes interacdes
entre os carboidratos dos acucares e as proteinas da parede do cisto (CWPSs)
fazem com que o mesmo resista a lise hipotdnica, ao acido gastrico e as
inumeras adversidades encontradas no ambiente externo, onde o metabolismo
do cisto é desacelerado e o mantém dormente. (Lujan et al, 1997; Paget et al,
1998).

1.1.3.3. Excistacéo e Encistacéo

O processo que é definido como “excistagcao” € a liberagdo dos trofozoitos
internos no cisto, e ocorre apos a ingestao de cistos viaveis por um individuo. O
cisto que mantinha-se dormente torna-se metabolicamente ativo e sofre
excistacdo quando é exposto a alta concentracéo de hidrogénio (H¥) presente
no estbmago e finalizado durante a exposicdo aos conteudos da porcdo

proximal do intestinal delgado. Neste local ocorre a ruptura em um dos polos do
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cisto, a qual é auxiliada por proteases pancredticas e pelo pH levemente
alcalino do duodeno. Os flagelos sé&o os primeiros a aparecer quando emergem
de um dos polos abertos no cisto, seguidos do corpo do excizoito (Adam,
2001).

Excizoitos é o nome dado as formas ovais de trofozoitos encistados com
quatro nucleos, os quais dividem-se rapidamente e subsequentemente sofrem
divisdo celular completa originando quatro trofozoitos binucleados (Bernander
et al, 2001). Se a liberacdo dos trofozoitos nascentes acontecesse de maneira
prematura em outras regiées como no estbmago por conta do pH acido e/ou no
célon do intestino delgado em fungéo da baixa concentracdo de lipideos e de
outros nutrientes, ambas regides destruiriam os trofozoitos nascentes e

impediria o estabelecimento da infeccéo (Lujan, H. D et al, 2003)

Durante o processo de excistagdo ndo ha tempo habil para que ocorra a
transcricdo ou traducdo de novas proteinas pela rapida passagem do cisto no
estbmago. Por outro lado, estruturas armazenadas em fragmentos e pré-
montadas no cisto como o citoesqueleto e os discos ventral desmontado, séo
rapidamente reagrupados, fornando estruturas funcionais para o0
estabelecimento da infeccdo no novo hospedeiro. A atividade da proteina-
quinase A e a sinalizacdo de célcio (Ca®), além da fosforilacdo e
desfosforilacdo de proteinas chaves, vém sendo citados por desempenharem
papeis de importancia no processo de excistacao (Hetsko et al, 1998; Adam,
2001; Carranza & Lujan, 2010).

O encistamento ou encistacdo € o processo pelo qual o trofozoito perde a
motilidade e passa para o estado ndo mdével. Esse processo é desencadeado
devido ao surgimento de um ambiente agressivo ao trofozoito, isto €, ocorre
aumento no nivel da bile, reducdo do colesterol e surgimento de um pH mais
alcalino. Necessariamente acontecem manifestacfes estruturais no trofozoito,
como, a incapacidade de aderéncia ao epitélio intestinal devido a fragmentacao
do disco ventral, a internalizacdo dos flagelos e a formacdo de vesiculas
secretorias especificas para encistacdo (ESV). O parasito altera quanto ao

formato inicial, passando para arredondado e entra em dorméncia
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hipometabdlica. Logo, o encistamento do parasito contribui para evasdo do
sistema imune por dois caminhos diferentes: o primeiro, a parede do cisto
cobre a superficie do trofozoito durante o encistamento de forma a isola-lo dos
mecanismos imunes do hospedeiro. No segundo, 0 encistamento leva a
alteracdo das proteinas de superficie variantes (VSPs) (R. Larocque et al,
2003; Ankarklev et al, 2010).

A caréncia de colesterol é o gatilho para desencadear a diferenciacdo dos
trofozoitos em cistos. Os trofozoitos de Giardia ndo sintetizam colesterol,
obtendo-o da porcdo duodenal do intestino degaldo do hospedeiro. Portanto,
durante a passagem dos trofozoitos nas por¢des finais do intestino delgado do
hospedeiro, perante a privacdo de colesterol no micro-ambiente, inicia-se o

processo de encistamento Lujan H.D et al, 1997).

1.1.3.4. Ciclo Bioldgico

O protozoario Giardia tem duas formas evolutivas no ciclo biolégico equivalente
aos cistos relacionados a infeccdo e aos trofozoitos responsabilizados pela
doenca nomeada giardiase. E um protozoario monogenético, antronoponético e
zoonotico que se reproduz através da divisdo binaria (Adam, 2001; Xiao &
Fayer, 2008).

Os cistos sdo altamente contagiosos e este fato faz com que a ingestdo de
apenas 10 a 25 cistos, cause a doenca. No meio ambiente, devido aos artificios
presentes na parede cistica, a resisténcia a inumeros fatores ambientais
adversos pode ser estendida por até um ano. A ingestdo ocorre por duas vias
principais com rota fecal-oral, sendo assim, alimentos ou agua contaminados
com fezes de individuos infectados e o0 contato pessoa-pessoa representam o0s
meios de infeccdo da giardiase (Andersen MD et al, 2007). Geralmente a
infeccdo transmitida pessoa-pessoa ocorre em ambientes que ha aglomeracéo
de individuos positivos para Giardia, aliado a possiveis precariedades na
higiene local, exemplificados por creches, asilos ou orfanatos (Thompson,
2000; Slifko et al, 2000; Feng & Xiao, 2011).
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Os cistos quando ingeridos tornam-se metabolicamente ativos e a transi¢cao do
cisto para trofozoito acontece em 15 minutos aproximados, entretanto o0s
mecanimos moleculares que regem esta rapida diferenciagdo séo
desconhecidos (Hetsko et al, 1998). No estbmago do hospedeiro, 0sS cistos
sofrem certa sensibilizacdo da parede cistica quando a mesma entra em
contato com o pH acido do estbmago (Gillin et al, 1996). Ao serem
encaminhados para o intestino delgado, especificamente na regido duodenal,
ocorrem estimulos suficientes para induzir a liberacado dos trofozoitos dado a
presenca de proteases pancreaticas como a tripsina e a quimiotripsina. Na luz
intestinal, os trofozoitos penetram no muco e aderem nas células epiteliais,
apesar de ndo invadir a mucosa. Sobrevivem mediante a absorcédo de
nutrientes presentes, utilizando a glicose, aminoacidos e o colesterol do
hospedeiro como fonte de energia (Adam, 2001; Oberhuber et al, 1997;
Ankarklev et al, 2010).

Os trofozoitos ligados aos enterdcitos estdo envolvidos em uma camada de
muco cercada por um pH neutro e pela baixa concentracdo da bile. Quando
ocorre a renovacao do epitélio, os enterocitos sdo descartados e os trofozoitos
aderidos a ele sdo obrigados a soltarem e mover contra a corrente do limen
para aderir em um novo enterdcito. Eventualmente, se o0s trofozoitos
permanecerem no lumen serdo expostos ao pH ligeiramente alcalino e ao
aumento da concentracdo da bile. A partir disto, o microambiente se torna
inapropriado para sobrevivéncia dos mesmos e entdo se inicia o processo de

encistamento (Lauwaet et al, 2007).

A resisténcia da parede do cisto permite ao parasito sobreviver dentro e fora do
hospedeiro, ainda que sob condicdes ambientais hostis, garantindo a
perpetuacdo da infec¢cdo para novos hospedeiros susceptiveis (Lujan et al,
1997).
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1.1.4. Manifestacdes Fisiopatoldgicas e Clinicas

As manifestacdes clinicas da G. lamblia sdo extremamente variaveis entre o0s
individuos infectados. A doencga constuma ser assintomatica em muitos casos.
As infeccbes agudas e cronicas sdo atribuidas aos casos sintoméaticos
(Solomons, 1982). Os pacientes sintomaticos da giardiase sao representados
por uma pequena parcela das amostras positivas, expondo 0s sintomas em 6-
15 dias apés a infeccdo com durabilidade de 2-4 dias na fase aguda ou
semanas na fase cronica. Dentre as caracteristicas clinicas da infeccdo, as que
se destacam sdo: dor abdominal, nausea, vomito, perda de peso (Eckmann,
2003), inchago, diarreia com ou sem a sindrome de m& absorcao,
desidratacdo, ma digestdo, flatuléncia, esteatorréia, urticaria e sensibilidade
contra os antigenos alimentares (Di Prisco et al, 1998). As criancas sofrem
consequéncias mais graves, estando sujeitas ao retardamento no
desenvolvimento fisico e cognitivo, aléem dos efeitos prejudiciais no estado

nutricional (Berkman et al, 2002).

A fisiopatologia da giardiase ocorre sem que haja invasdo dos trofozoitos no
epitélio intestinal. Apesar das consequéncias da infeccdo ser multifatoriais e
envolverem fatores ligados ao parasito e dependente do hospedeiro como,
processos imunologicos e ndao imunoldgicos da mucosa. Observacoes recentes
sugerem que a gravidade da doenca pode ser variavel diante a areas
industrializadas e em desenvolvimento do mundo (Robertson et al, 2010;
Haque et al, 2009). Igualmente, a fisiopatologia da giardiase pode ocasionar
disturbios gastrointestinais crénicos exemplificados pela Sindrome do Intestino
Irritado (IBS), aliados ou ndo a patologias extra-intestinais ainda que o0s
parasitos permanecam no interior do trato gastrointestinal (Dizdar et al, 2007;
Cotton et al, 2011).

Paralelamente a adeséo dos trofozoitos nas células epiteliais, ocorre uma série
de eventos 0s quais se interligam na producéo da diarreia, assim, incluimos a
alta taxa de apoptose dos enterdcitos, a disfuncdo da barreira intestinal, o

encurtamento da borda em escova das microvilosidades, acompanhados ou
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nao da atrofia das vilosidades, as deficiéncias de dissacaridases, a ativacao de
linfécitos do hospedeiro, a hipersecrecdo de anion e o aumento do transito
intestinal, exemplificam os estagios da disfuncao intestinal (Buret et al, 1991;
Wolfe, 1992; Cotton et al, 2011).

A apoptose ou morte celular programada é um processo fisiologico que
desempenha o papel de controlar o nUmero de células ideais para o organismo
0 qual mantém o crescimento celular e a morte equilibrados (Earnshaw, 1995).

Uma variedade de enteropatdgenos sao conhecidos por destruir a barreira
intestinal em funcdo da apoptose induzida dos enterdcitos (O’'Hara & Buret,
2008). Na giardiase cronica ocorre perda de funcédo da barreira epitelial; este
fator esta diretamente associado ao aumento da ativacao dos genes que levam
as cascatas de apoptoses dos enterocitos, estando dependente de caspase-3 e
de caspase-9 (Chin et al, 2002). A ativacdo de ambas caspases induz ao
aumento da expressao da proteina Bax pré-apoptose e diminui a expressao da
proteina Bcl-2 anti-apoptose, ou seja, a disfuncdo da barreira epitelial em
pacientes com giardiase crénica esta também associada ao aumento das taxas
de apoptose dos enterdcitos. Esse fendmeno ocorre, em parte, porque 0sS
trofozoitos de Giardia consomem a arginina local e inibem os enterdcitos de
produzirem o6xido nitrico, (NO), uma substancia imunomoduladora cuja acao
antiinflamatéria inibe a producdo de citocinas inflamatorias ou impede a
producdo dos mediadores inflamatorios locais, que retardariam o
desenvolvimento dos trofozoitos (Roxstrém-Lindquist et al, 2006; Panaro et al,
2007).

Recentes observacdes da giardiase tém demonstrado que a permeabilidade
intestinal e a absorcdo de macromoléculas quais sdo alteradas quando
coincidem com o pico de trofozoitos colonizados no intestino delgado. O
aumento da permeabilidade intestinal mediado pelo parasito é resultado das
alteracdes ocorrentes nos complexos juncionais apicais, que inclui interrupcdes
de F-actina, ZO-1, claudina-1 e qg-actina, um dos componentes do anel de
actomiosina que regula o fluxo paracelular (Scott et al, 2002; Troeger et al,

2007; Maia-Brigagéo et al, 2012). Durante a infec¢cdo pode ocorrer a reducéo
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da é&rea total de absor¢do, seguida ou nao da atrofia das vilosidades, o que
representa um fator importante para diarreia via ma-absorcéo de vitamina Bi,
ferro, sédio, zinco, vitaminas lipossoliveis e ma-digestdo (Solaymani-
Mohammadi & Singer, 2011; Saki et al, 2011).

De acordo com Troger e colaboradores (2007) pacientes com giardiase crénica
sdo caracterizados por apresentam reducdo na area da superficie duodenal e
este processo, assim como a deficiéncia de dissacaridases microvilares sao
mediados por linfocitos CD8" ativados, corroborando com a hipotese de que a
imunopatologia mediada pela G. lamblia ocorre secundariamente ao
rompimento da barreira intestinal, aliados ou ndo a presenca de toxinas vindas
do parasito (Scott et al, 2004).

A giardiase tende a ser auto-limitante em individuos imunocompetentes,
entretanto, em criancgas, a infeccdo aguda pode ocasionar anorexia, falhas no
crescimento fisico e cognitivo e no estado nutricional. Em caso de re-infec¢ao,
0s sintomas tendem a ser mais brandos quando parte do pressuposto que,
uma exposicao prévia, apesar de néo proteger de futuras infec¢des, reduzira a

severidade da doenca (Kohli et al, 2008).

1.1.5. Epidemiologia da Giardiase

A prevaléncia da giardiase no Brasil varia de acordo com a localidade, a
metodologia empregada no estudo e as populacbes estudadas, logo, a faixa
etaria mais atingida é de pré-escolares e lactentes, estabelecendo-se nessa
populacdo um sério problema de saude publica. Em varias regiées do Brasil,
estudos sobre a prevaléncia da giardiase em crian¢cas nos ultimos dez anos,
demonstraram uma reducdo significativa, entretanto, a prevaléncia desta
parasitose permanece elevada, variando de 21,5% no norte, 9,3% a 13,5% no
nordeste, 9,9% no centro-oeste, 4,7% a 27,5% no sudeste e 14% a 24% no sul
(Carvalho-costa et al, 2007; Pereira et al, 2007; Basso et al, 2008; Machado et
al, 2008; Korkes et al, 2009; Menezes et al, 2009; Tashima et al, 2009; Moreno
et al, 2010; Santos et al, 2012; Gil et al, 2013).
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Nos paises industrializados, a G. lamblia & um dos parasitos mais
frequentemente identificados, alcancando taxas de prevaléncia entre 2-7%,
sendo o causador mais usual de surtos epidémicos de diarreia, relatados nos
Estados Unidos (Horman et al, 2004, CDC 2010; Baldursson & Karansis, 2011).

Bussatti e colaboradores (2009) relataram que na América Latina, Asia e Africa,
anualmente ocorre 500 milh6es de novos casos de giardiase a cada ano,
aonde cerca de 200 milhdes de pessoas apresentam a doenca sintomatica.
Consequentemente, a giardiase deve ser observada com especial cuidado,
pois contribui de forma substancial para geracdo de adultos com déficit no

desenvolvimento cognitivo e fisico.

1.1.6. Tratamento

Os nitroimidazois constituem os principais farmacos para o tratamento da
giardiase, particularmente o metronidazol, e ainda mais recente o nitazoxanida

e o tinidazol (Freeman et al, 1997; Gardner et al, 2001).

O tratamento padrao utilizando o metronidazol requer alta dosagem (250 mg —
trés vezes ao dia) do farmaco e tempo prolongado de tratamento ( 3 a 5 dias).
Os efeitos colaterais indesejaveis atribuidos ao tratamento sdo: nausea,
vomito, diarreia, paladar metélico, boca seca, (Mohammadi et al, 2010),
cefaleia, insoénia, vertigem, sonoléncia, (Stanley, 2003; Haque et al, 2003),

pancreatite aguda (O'Halloran et al, 2010) e encefalopatia (Hoom et al, 2011).

A falha no tratamento pode ocorrer em 20% dos casos de giardiase apesar da
eficacia dos nitromidazéis e com isto pode ocasionar beneficiamento indireto
para o surgimento de cepas resistentes aos medicamentos (Upcroft et al, 2001;
Tejman-Yarden et al, 2011). A resisténcia clinica de G. lamblia ao metronidazol
€ comprovada, assim como ocorre a resisténcia cruzada com farmaco mais
recente, o tinidazol (Wright JM et al, 2003).
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Com base nas inumeras adversidades que medicamentos quimicos podem
causar, 0 uso de probidticos como terapéutica em diversas doengas vem sendo

estudado, assim como na giardiase.

1.2. Probiéticos

1.2.1. Defini¢cao

A comunidade microbiana do trato intestinal possui aproximadamente cem
trilnGes de bactérias, € uma comunidade relativamente populosa, a qual co-
evolui com a mucosa intestinal de modo a ser essencial para a homeostase do
intestino. No entanto, o desequilibrio da microbiota intestinal - disbiose -
igualmente esta relacionado a doencas que ndo se limitam ao trato
gastrointestinal, como por exemplo, a desnutricdo, que pode promover
mudancas na composicao da microbiota intestinal (Hooper et al, 2010; Qin et

al, 2010; Smith et al, 2013).

Probidtico € um termo utilizado para bactérias que estdo associadas a efeitos
benéficos para homens e animais. O termo “probidtico” é relativamente novo e
seu conceito € oposto ao conceito de “antibiético” (Corcionivoschi et al, 2010),
no entanto este Ultimo ainda é utilizado como primeira escolha no tratamento

de diversas doencas infecciosas.

No inicio do século XX o cientista russo Elie Metchnikoff introduziu um estudo
gue concedeu a ele o prémio Nobel por demonstrar que Lactobacillus
bulgaricus foi capaz de eliminar os efeitos nefastos de bactérias patogénicas da
microbiota, intestinal e, fundamentado nisto, concluiu: “a dependéncia entre
microrganismos intestinais e a comida faz com que seja possivel a adocéo de
medidas as quais modificam a flora do nosso corpo substituindo os

microrganismos nocivos pelos uteis” (Metchnikoff, 1907).

Somente em 1965 que a palavra de origem grega “Probidtico” — “Para Vida” foi

utilizada pela primeira vez por Lilly & Stillwell, os quais caracterizaram o0s
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probidticos como “microrganismos que promovem 0 crescimento de outros
microrganismos” (Lilly et al. 1965). Paker (1974), ao falar sobre um alimento
suplementar para gado definiu probidticos como “organismos e substancias
que auxiliam no ecossistema microbiano”. Em 1989, Fuller definiu probiéticos
como: “microrganismos vivos com efeitos benéficos para o hospedeiro na

melhora do equilibrio intestinal” (Corcionivoschi et al. 2010).

A definicdo proposta pela Organizagdo para a Alimentagdo e Agricultura das
Nacbes Unidas (FAO) / Organizacdo Mundial de Saude (WHO) ¢é
“‘microrganismos vivos, que ao serem administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do consumidor” (FAO/WHO, 2002).
Pesquisas realizadas com microrganismos probiéticos vém sugerindo o uso
dos mesmos no tratamento e na prevencao de infeccdes e nos disturbios do
trato gastrointestinal (Osvath, 2000). Além disso, determinadas linhagens
promovem mecanismos de defesa no hospedeiro, sobretudo no trato intestinal
caracterizados por estabilizar a microbiota local por meio de estimulos que

desencadeiam respostas pro-inflamatorias ou anti-inflamatorias.

Os probidticos possuem aplicacdes voltadas a reducdo da colonizacdo de
patdogenos (pela competicdo por espaco ou nutrientes) (Louis et al, 2010),
melhoria na sintese de vitaminas, estimulacdo da proliferacdo e diferenciacéo
de células epiteliais (Duerr et al, 2012), fortificacdo da barreira intestinal e
otimizacao do transito intestinal (Corcionivoschi et al, 2010; Hooper et al, 2012).
Nesse sentido, os probidticos, sejam isolados ou em combinacdes de
diferentes microrganismos, garantem o bem estar do hospedeiro (Thomas &
Versalovic, 2010; Vandenplas et al, 2014).

A maioria dos microrganismos probidticos sdo bactérias acido-laticas, gram-
positivas, geralmente catalase-negativas, que crescem em microaerofilia.
Dessa forma, os probibticos incluem espécies acido-laticas dos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Sporolactobacillus e Streptococcus; espécies ndo acido-laticas,
tais como, Bacillus cereus, Escherichia coli e Propionibacterium freudenreichii;

e contamos ainda com as leveduras Saccharomyces cerevisiae e
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Saccharomyces boulardii (Holzapfel et al, 2001; Ozen et al, 2012). Geralmente
bactérias acido-laticas produzem uma diversidade de substancias essenciais
para a saude do consumidor e prejudiciais para patdégenos, como acido latico,
bacteriocinas e peréxidos (Shin et al, 2008).

1.2.2. Mecanismos de acao dos probiéticos

O declinio do potencial patogénico de um microrganismo na presenca de
probidticos se da através de varios mecanismos de acao do probidtico, a saber:
1) determinadas linhagens probiodticas possuem capacidade de eliminar ou
inibir por antagonismo a presenca de patogenos (Lebeer et al, 2008; Bansal &
Garg, 2008); 2) probidticos aprimoram a funcéo da barreira epitelial por meio da
modulacdo de varias vias envolvidas na inducdo da producdo de mucinas e
defensinas (células de Paneth e células de Globet) (Schlee et al, 2008) e
também na prevencéo da apoptose de enterdcitos (Boirivant & Strober, 2007);
3) probidticos atuam na modulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro em
nivel sistémico e local (Isolauri et al, 2001), através da proliferacao de células T
regulatérias, ativacdo de macrofagos, aumento na producdo de
imunoglobulinas (IgA e IgM) e citocinas e ativacdo de células dendriticas
locais, que sdo capacitadas para apresentacdo de antigenos (Cross, 2002)
(Figura 1).

Leblanc et al, (2008) ao avaliar em roedores a influéncia do consumo diario a
longo prazo de leite comercial fermentado contendo bactérias probidticas sobre
0 sistema imune da mucosa intestinal, evidenciou que a administracao oral
continua aumentou os niveis de células produtoras de IgA na lamina prépria
tanto do intestino delgado como grosso. Demonstraram também o aumento de
citocinas regulatdrias como IL-10, e aumento de células produtoras de TNF-q,
IFN-y e IL-2. Assim o consumo de leite fermentado contendo bactérias
probidticas em longo prazo aprimorou a imunidade da mucosa intestinal

mediada por células IgA e pela producéo de citocinas. A melhoria da mucosa
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intestinal foi mantida e regulada para baixo por citocinas como IL-10, impedindo

uma resposta imune inflamatoria no intestino.

Palomar et al, (2014) avaliando o efeito de uma bactéria probiotica sobre o
sistema imune de roedores que foram expostos ao stress induzido pela
ingestdo de alimentos e de restricdo de mobilidade, constatou que apdés a
administracdo do probiético aumentou-se 0s niveis de células produtoras de
IgA, células CD4" na lamina prépria do intestino delgado e niveis séricos de
IgA. Além disso, houve reducdo dos niveis de IFN-y, aumentados durante o
stress, e melhoria da microbiota intestinal, medida pelo aumento do nimero da
populacdo de Lactobacillus casei, demonstrando que o mesmo pode reparar 0s

danos imunologicos causados pelo stress.
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MECANISMO DE AGCAO DOS PROBIOTICOS

» CompeticBo por sitio de adesio e nutrientes;
Eliminagﬁo de * Producio de substancias antagonistas:

t6 - If'eréxidn de hidrogénio;
patogenos - Acido 1atico e acético;

- Bacteriocinas;

=

Protecio d * Producio de mucinas e defensinas;
rotécao da * Prevencdo da apoptose;

barreira epitelial

—

Producio de imunoglobulinas lgA e 1gh;
Controle de expressio de citocinas;
Inducdo de células T regulatdrias;
Modulacdo na fungio de células dendriticas.

Modulagédo da
resposta imune

CcD

Figura 1: Resumo dos principais mecanismos de a¢éo dos probioticos.

PB: probidtico; PG: patdgeno; CEI: célula epitelial intestinal; CD célula
dendritica; MO: macréfago (Fonte: Adaptada de Lebeer, Vanderleyden e De
Keersmaecker, 2008).

1.2.3. Género Bifidobacterium

O género Bifidobacterium é formado por mais de 31 espécies, algumas foram
isoladas da mucosa oral e vaginal, entretanto a vasta maioria esta presente na
microbiota intestinal (Lee & O’sullivan, 2010). Bactérias desse género
representam de 3-6% da microbiota fecal de um adulto (Schell et al, 2002). A

espécie Bifidobacterium longum vem sendo amplamente utilizada na producao
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de alimentos industrializados, com a alegacao de contribuir para o equilibrio da
microbiota intestinal (Botelho, 2005).

Tissier e colaboradores (1906) foram os primeiros a promover 0 uso terapéutico
de bactérias bifidas no auxilio de tratamento de disturbios intestinais, pois
acreditavam que estas desalojavam bactérias putrefativas, que sao
responsaveis por problemas intestinais e indisposicfes gastricas, enquanto
restabeleciam-se como organismos predominantes no intestino (Hughes &
Hoover, 1991). Depois disto, varios estudos demonstraram mdaltiplas utilidades
de B. longum, como a reducao da producdo de citocinas inflamatérias e da
resposta imune mediada por células T CD4+ em modelo animal de enteropatia
induzida por gliadina (Laparra et al, 2012). Outros estudos mostraram efeito
protetor contra o virus Influenza em modelo experimental (Llwabuchi et al,
2011) e reducéo dos sintomas em paciente com intolerancia a lactose (He et al,
2008).

A linhagem B. longum 5", isolada no laboratério de ecologia e fisiologia de
microrganismos (UFMG) possui diversas propriedades benéficas comprovadas
in vitro, em modelos animais de infeccdo e inflamacdo e em humanos, o0 que

permite descrevé-la como candidata ao uso em formulagdes probidticas

1.2.4. Género Weissella

Collins e colaboradores (1993) investigaram a proximidade filogenética entre
alguns isolados de bactérias de salsicha grega com outras bactérias acido
laticas, demonstrando que as mesmas nao poderiam ser agrupadas no género
Leuconostoc por apresentarem caracteristicas proprias. Embora estes
microrganismos produzissem acido latico D (-), semelhante ao produzido por
Leuconostoc spp, eles diferiam de muitas espécies vinculadas ao género em

alguns testes bioquimicos e aspectos fisioldgicos.

Com o propésito de esclarecer os resultados obtidos em meio aos testes, o0s
pesquisadores realizaram o0 sequenciamento do gene 16S de rRNA dessas

bactérias e também a analise dos valores correspondentes as distancias
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evolucionarias entre as espécies do género Leuconostoc e algumas linhagens
de Lactobacillus com os microrganismos isolados de salsichas gregas;
chegaram a conclusdo que existe forte relacao filogenética das bactérias
isoladas com o grupo Leuconostoc paramesenteroides. Deste modo, as
espécies descobertas e as espécies relacionadas ao grupo Leuconostoc
paramesenteroides foram incluidas no novo género denominado Weissella e as
bactérias isoladas das salsichas gregas foram classificadas como uma nova
espécie, denominada Weissella hellenica (Viegas, 2008).

O género Weissella compbe um grupo de microrganismos gram-positivo,
heterofermentadores obrigatérios, com formato de cocos ou bastonetes, nao
esporulantes e sem motilidade. Pertence a familia Leuconostocaceae, ordem
Lactobacillales, classe Bacilli e filo Firmicutes. Estdo neste género espécies
como Weissela confusa (anteriormente Lactobacillus confusus), W. minor
(anteriormente Lactobacillus minor), W. kandleri (anteriormente Lactobacillus
kandleri), W. halotolerans (anteriormente Lactobacillus halotolerans), W.
viridescens (anteriormente Lactobacillys viridescens), W. paramesenteroides
(anteriormente Leuconostoc paramesenteroides) e W. hellenica segundo a
reclassificacdo de Collins e colaboradores (1993). Algumas espécies do género
Weissella ja foram estudadas tendo apresentado efeitos benéficos para a
saude humana (Choi et al, 2012; Moon et al, 2012).

1.3. Modelo experimental para giardise

Nos ultimos anos ampliou-se a utilizacdo de Meriones unguiculatus (Gerbils)
como modelo experimental de uma variedade de parasitos vinculados aos
homens e animais, por exemplo, Brugia pahangi, Entamoeba histolytica,
Toxoplasma gondi, Strongyloides stercoralis, Giardia lamblia, dentre outros.
Especialmente para giardiase, os Gerbils vém sendo escolhidos, devido a
suscetibilidade para a infec¢édo por via oral de cistos ou trofozoitos e também
pela possibilidade de averiguar as alteracfes fisiopatologicas existentes nestes
animais que se assemelham as de humanos. Em vista disto, muitos autores

acreditam que Meriones unguiculatus permita a obtengdo de bons resultados
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relacionados ao comportamento da infeccdo e as novas abordagens
estratégicas para intervencdo da mesma (Mohanty et al, 2002; Chirgwin et al,
2003; Humem et al, 2005; Araujo et al, 2008).

Considerando o exposto, este trabalho avaliou a influéncia do consumo de
Bifidobacterium longum e Weissella paramesenteroides nas infec¢des por G.
lamblia em modelo experimental, avaliando alguns aspectos da mucosa
intestinal do animal submetido a infeccdo e ao tratamento com o probiético.
Pretende-se com isso aprimorar a exploracdo e compreensdo dos mecanismos
moleculares que regem a infec¢cdo por G lamblia e a acdo de Bifidobacterium

longum e Weissella paramesenteroides na giardiase.
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2. JUSTIFICATIVA

O protozoario Giardia lamblia € um dos parasitos mais comuns em humanos e
animais domésticos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. A
variedade de sintomas € uma das caracteristicas mais expressivas na
giardiase, dispondo de casos com infeccdo auto-limitante a casos graves de
diarreia, os quais podem culminar em perda de peso em criangas infectadas,
aliadas ou ndo as perdas nutricionais e déficit de crescimento e/ou cognitivo
nos casos mais extremos. O parasita apresenta carater de propagacao
antropondético e zoonético, e estando associado a grande resisténcia ao meio
externo e ao tratamento farmacoldgico, eleva a prevaléncia da giardiase
principalmente em areas onde o crescimento populacional desordenado nédo é
acompanhado por melhorias nas condicbes de infraestrutura, sobretudo

relacionadas ao tratamento de agua e esgoto.

As peculariades acima ressaltadas sinalizam a importancia da pesquisa de
novas alternativas terapéuticas que apresentem como minimizadoras da
resisténcia medicamentosa, portando-se como ferramenta atrativa no combate
da giardiase. Nessas circuntancias, linhagens probidticas bem caracterizadas
para a sobrevivéncia in vivo e com propriedades antimicrobianas e
imunomoduladoras comprovadas podem constituir-se como ferramentas de

reducédo da infeccao.

Bifidobacterium longum 5 e Weissella paramesenteroides WpK4 s&o duas
linhagens bacterianas que vem sendo estudadas pelos departamentos de
Microbiologia e Biologia geral deste Instituto, que sdo candidatas ao uso como
probidticos para humanos e animais, respectivamente, uma vez que

apresentam diversas propriedades benéficas previamente demonstradas.

Considerando o exposto, este trabalho pretende avaliar a influéncia do
consumo de Bifidobacterium longum 5™ e Weissella paramesenteroides WpK4
nas infeccbes por G. lamblia em modelo experimental, avaliando alguns
aspectos da mucosa intestinal do animal durante a infec¢ao e o tratamento com

o probidtico. Pretende-se com isso aprimorar a exploragdo e compreensdo dos
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mecanismos moleculares que regem a infeccdo por G lamblia e a agdo de

Bifidobacterium longum 5 e Weissella paramesenteroides WpK4 na giardiase.
p
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3.1

3.2

OBJETIVOS
Geral

Estudar o efeito da administracéo oral de Bifidobacterium longum 5 e
Weissella paramesenteroides WpK4 sobre a infec¢ao por Giardia lamblia
em gerbils (Meriones unguiculatus).

Especificos

Realizar analise histopatoldgica do intestino delgado de animais tratados
ou ndo com Bifidobacterium longum 5'* e Weissella paramesenteroides

WpK4 e submetidos ao desafio com G. lamblia.

Realizar andlise qualitativa e quantitativa da secrecdo de muco no
intestino delgado de animais tratados ou n&o com Bifidobacterium
longum 5™ e Weissella paramesenteroides WpK4 e submetidos ao

desafio com G. lamblia.

Realizar analise qualitativa e quantitativa do parasitismo na mucosa
intestinal de animais tratados ou ndo com Bifidobacterium longum 5 e
Weissella paramesenteroides WpK4 e submetidos ao desafio com G.

lamblia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Modelo Experimental

Foram utilizados nos experimentos 60 gerbils (Meriones unguiculatus), com
idade entre quatro e seis semanas, de ambos 0s sexos. Os animais foram
obtidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Estes
foram mantidos no Biotério do Laboratério de Amebiase e Protozoarios
Intestinais (LAPI), durante o periodo experimental de 17 dias, em gaiolas
coletivas com controle de temperatura e fotoperiodos de 12h, com livre acesso

a agua filtrada e dieta.

Antes do inicio do experimento, os animais foram tratados com Ivermectina 1%
solucdo injetavel, para assegurar que os mesmos estavam livres de qualquer

parasitose. Cada animal recebeu 0,1mL (10ug) da droga por via subcutanea.

4.2. Divisdo de Grupos e Delineamento Experimental

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram aclimatados durante
cinco dias, receberam racdo comercial e agua filtrada ad libitum. Apos este
periodo, foram distribuidos em seis grupos de 10 animais cada: grupo
Bifidobacterium longum com Giardia (grupo BLi); grupo Bifidobacterium longum
sem Giardia (grupo BLc); grupo Weissella paramesenteroides com Giardia
(grupo WPI); grupo Weissella paramesenteroides sem Giardia (grupo WPc);
grupo controle infeccdo com Giardia (grupo Ci); grupo controle sem Giardia

(grupo Cc).

Apods 10 dias de tratamento diario com os probidticos Bifidobacterium longum e
Weissella paramesenteroides, os animais dos grupos BLi, WPi e Ci, foram
infectados com Giardia lamblia e eutanasiados no décimo sétimo dia apds o

inicio do experimento.
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4.3  Micro-organismos

Weissella paramesenteroides WpK4 foi isolada no laboratério de Genética
Molecular de Protozoarios Parasitas (LGMPP), ICB-UFMG e identificada por
Alvim (2011) a partir de amostras dos swabs nasais de suinos (Sus
domesticus). A bactéria foi cultivada em agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
(Difco, Detroit, MI, USA) e incubada a 37°C durante 24 a 48 horas. Uma colbnia
deste isolado foi repicada e crescida em 10 mL de caldo MRS, incubada a 37°C
durante 24 horas, sendo utilizada em seguida. Uma aliquota de 0,2 mL da
cultura bacteriana adicionada de glicerol esterilizado (30%) foi utilizada para
estocagem e manutencdo em refrigerador a -80 °C. As aliquotas estocadas a -
80 °C foram reativadas por meio de duas passagens em caldo MRS a patrtir de
um in6culo de 2% (v/v). Para cada passagem, os isolados foram mantidos em

estufa por 18 horas a 37°C para o crescimento (Alvim, 2011).

Bifidobacterium longum 5™, de origem humana, pertencente ao laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos do departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG, foi cultivada em caldo MRS em
camara de anaerobiose (Forma Scientific Marietta, EUA) mantida em atmosfera
de 85% N, 10% H, e 5% CO,, a 37°C, sem agitacdo por 48 horas (Souza et
al., 2013).

Trofozoitos da cepa GS/M-clone H7 (ATCC 50581) de Giardia lamblia,
cultivados axenicamente no LAPI/UFMG em meio TYI-S-33 (DIAMOND, 1978),
modificado por Keister (1983) e suplementado com bile bovina foram usados. A
cultura foi mantida pela realizacdo de repiques a cada 72/96 horas, e 0s tubos

mantidos na posi¢ao de 30° em estufa bacteriolégica a temperatura de 37°C.

4.4. Administracdo de B. longum 5, W. paramesenteroides WpK4 e G.

lamblia aos respectivos grupos experimentais

Os animais receberam um inoculo diario de 10® UFC de B. longum 5™ e W.

paramesenteroides WpK4, ressuspendidos em 100 pL de salina a 0,9%, por
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gavagem, durante dez dias antes do desafio com trofozoitos de Giardia lamblia,
que também foram administrados via gavagem, com o auxilio de uma canula

DELVO n° 15, acoplada a uma seringa de insulina, na quantidade de 0,1mL.

Apdés o desafio com trofozoitos de G. lamblia, os animais dos grupos
experimentais (BLi e WPIi) continuaram a receber inoculos diarios dos isolados
bacterianos e os grupos controles (Cc e Ci) continuaram a receber salina 0,9%
por mais sete dias, quando foram sacrificados, 17 dias apdés o inicio dos

tratamentos experimentais.

4.5. Ajuste do in6culo de G. lamblia para infec¢éo experimental

No décimo dia do experimento, os animais foram desafiados com G. lamblia,
exceto os controles dos probioticos. Tubos de cultura contendo trofozoitos
foram colocados em banho de gelo por 15 minutos para que ocorresse 0
desprendimento dos parasitos da parede dos mesmos. ApOs este periodo,
25uL da suspensédo de parasitos foram adicionados a um microtubo contendo
75uL de corante vital (eosina 0,125%). Ap0s homogeneizacgao, a suspensao foi
colocada na camara de Newbauer para contagem das células. A suspenséao
utilizada para o indculo dos animais apresentou concentracéo final de 5,0x10°
trofozoitos/mL. Este inOculo foi escolhido por ter se mostrado capaz de infectar

100% dos animais pelos sete dias da experimentacao.

4.6. Necropsia dos animais e coleta de materiais

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados por injecdo
intraperitoneal contendo uma solucdo de Ketamina (100 mg/Kg) e Xilazina (12
mg/Kg). Realizamos a abertura da cavidade peritoneal com incisdo mediana,

para a localizacédo das visceras.
O intestino delgado foi inteiramente coletado (~18 cm) e dividido em trés

porcdes iguais, sendo que 0s primeiros quatro centimetros da parte proximal

foram destinados para processamento dos cortes histologicos. Toda porcéo
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restante do intestino delgado, foi destinada a contagem de trofozoitos aderidos
ao epitélio intestinal.

ApOs a eutanasia, as carcagas foram imediatamente acondicionadas em sacos
de lixo branco, identificados como lixo biolégico infectante e refrigerados a -
20°C no freezer do Departamento de Parasitologia, que € exclusivamente
utilizado para o armazenamento temporario destas carcacas. Posteriormente,
estas estruturas foram coletadas como lixo bioldgico infectante pelo servico de
limpeza do ICB, direcionados para o abrigo externo especifico e recolhidos pelo
Servico de Limpeza Urbana (SLU).

4.7. Histopatologia e morfometria da mucosa intestinal

Durante a necropsia foi coletada uma porgcdo proximal do intestino delgado
(extensédo de 4 cm) que foi aberta longitudinalmente, colocada sobre uma
superficie plana e enrolado em uma espiral com a luz intestinal voltada para
dentro, de modo a formar rolos (rocamboles) com a por¢do duodenal. Os
fragmentos enrolados em forma de rocamboles e amarrados com linha de
costura foram fixados por imersdo em solugcdo Bouin com 2% de acido acético
glacial por um periodo de 10 minutos. Em seguida os rolos amarrados foram
fixados por imersdo em formol tamponado a 10% pH 7,2 por 24 horas. Apés 0
periodo de fixacdo, todos os rocamboles coletados foram desidratados,
diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina, para obtencdo de cortes com
4um de espessura. As laminas foram entdo coradas com Hematoxilina e
Eosina (H&E) e Acido Periodico de Schiff (PAS). Foram feitas reacées

imunohistoquimicas para identificacéo de trofozoitos de G. lamblia.

4.7.1. Andlise quantitativa do comprimento de vilosidades e area de muco

Todos os cortes histolégicos corados com H&E foram visualizados pela objetiva
de 10X do microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) para a digitalizacédo
aleatoria de 30 vilosidades intestinais por meio da microcamera JVC TK-
1270/RGB (Tokyo, Japan). A altura das vilosidades e a altura das criptas foram

calculadas através do software KS300 contido no analisador de imagens Carl
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Zeiss. A base das vilosidades e a base das criptas foram delimitadas
manualmente através de ferramentas do software, todos os pixels com tons de
violeta, vermelho e bonina foram selecionados para criagdo de uma imagem
binaria e a altura das Vvilosidades e das criptas foram calculadas

automaticamente.

Para o calculo da &area ocupada por muco nas vilosidades intestinais foi
utilizados os cortes histolégicos corados com PAS. As laminas foram
visualizadas pela objetiva de 40X do microscopio Axiolab para a digitalizagéo
aleatoria de 30 imagens intestinais por meio da mesma microcamera descrita
previamente. Em cada animal foram analisados 1,2 X 10° um? de mucosa
duodenal para o calculo das areas de muco que se mostravam PAS positiva.
Todos os pixels com tons de bonina das regides PAS positivo foram
selecionados para a criacdo de uma imagem binaria e para a obtencéao da area

de muco em um?, conforme descrito por Oliveira et, al (2012).

A metodologia empregada para o imageamento microscopico, segmentacao de
imagens, processamento digital e definicdo das condicdes de morfometria foi a
descrita por Caliari (1997).

4.7.2. Reacdo imunohistoquimica e analise quantitativa para trofozoitos

Os cortes para processamento em imunohistoquimica foram desparafinados,
hidratados em solugdes alcoodlicas de concentracdes decrescentes e lavados
em PBS pH 7,2. A atividade da peroxidase enddgena foi eliminada incubando
os cortes em solucao de H,0O, 40vv a 0,2% em 200 ml de PBS por 20 minutos.
Os sitios de ligacéo 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 Laboratoérios de
Amebiase e  Protozoarios Intestinais/Depto  Parasitologia e de
Protozooses/Depto Patologia Geral) e, em seguida, incubados com IgG
biotinilada diluida a 1:50 (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) e

estreptavidina conjugada com peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San
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Francisco, USA) a 1:100. A marcacdo foi detectada usando solugdo de
diaminobenzidina 0,05% em H,0, 40vv a 0,2%.

Como controles positivos foram usados cortes histolégicos obtidos de lesbes
ricas em Giardia. Como controle negativo, o antisoro 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.

ApOs a reacdo, toda a superficie mucosa foi visualizada através da objetiva de
10X e digitalizada por meio da mesma microcamera. Todos os pixels com tons
de marrom dos trofozoitos marcados pela imunohistoquimica foram
selecionados para a criagdo de uma imagem binaria e calculo da area total de
marcagao. Processamento digital e recursos do software KS300 foram

utilizados para eliminar artefatos.

4.8. Andlise estatistica

Os dados foram produzidos com o software GraphPad Prism® 4 (GraphPad
Software Inc.). Os valores obtidos foram analisados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov com a finalidade de verificar a normalidade das distribuicbes. Todas as
analises estudadas apresentaram distribuicdo normal, de modo que as
variaveis continuas foram comparadas utilizando o teste t- Student e
submetidas as analises de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey. Em todos os testes foram considerados como diferencas
estatisticas os valores com nivel de significancia menor que 5% (p<0,05),
sendo obtidas as médias, desvios-padréo e coeficientes de variacdo para cada
conjunto de dados. Diferencas estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes,
localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as
barras ou presenca de letras iguais sinalizou inexisténcia de diferencas

estatisticamente significativas (p>0,05).
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5. RESULTADOS

Todas as andlises realizadas apresentaram distribuicdo normal, de modo que
as variaveis continuas foram comparadas utilizando o teste t- Student ou o
teste de ANOVA paramétrico de um fator (One-Way — ANOVA), finalizado com
o teste de Tukey.

5.1. Analise quantitativa da altura das criptas duodenais

A altura das criptas intestinais foi significantemente maior nos animais do grupo
Ci (66,78 = 6,867 um) quando comparado aos animais dos grupos Cc (39,05 +
1,930 pm), BLc (41,35 = 1,436 pum) e WPc (51,17 + 2,365 um) (p<0,05). Os
animais do grupo BLi (78,45 + 3,856 um) e do grupo WPi (75,48 + 2,785 um)
apresentaram aumento significativo da altura das criptas em relagcdo aos
animais dos grupos Cc (39,05 £+ 1,930 um), BLc (41,35 £ 1,436 um) e WPc
(51,17 £ 2,365 um) (p<0,05).

Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos Ci (66,78 + 6,867
pum), BLi (78,45 + 3,856 um) e WPi (75,48 + 2,785 um) (p<0,05) (Figura 2).

A altura das criptas intestinais aumentou quando houve infeccdo, tanto em
animais tratados previamente com B. longum 5" e W. paramesenteroides
WpK4, como nos animais ndo tratados. O tratamento com os probidticos nao

alterou a altura das criptas intestinais.
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Figura 2: Altura das criptas intestinais (duodeno) (um) dos grupos
experimentais.

Cc: Gerbils sem infecgao.

Ci: Gerbils infectados com Giardia lamblia.

BLc: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum sem infeccao.

WPc: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides sem infeccéo.

BLi: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum e infectados com Giardia lamblia.
WPi: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides e infectados com Giardia
lamblia.

Os dados sao mostrados como média + erro padrao, p<0,05.

5.2. Andlise quantitativa da altura das vilosidades intestinais

Nao foi observada diferenca significativa (p<0,05) na altura das vilosidades
intestinais entre os grupos avaliados (Figura 3). O tratamento com o0s

probidticos e a infeccdo por G. lamblia ndo alterou a altura das vilosidades

intestinais.
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Figura 3: Altura das vilosidades intestinais (duodeno) (um) dos grupos
experimentais.

Cc: Gerbils sem infeccao.

Ci: Gerbils infectados com Giardia lamblia.

BLc: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum sem infeccao.

WPc: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides sem infeccéo.

BLi: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum e infectados com Giardia lamblia.
WPi: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides e infectados com Giardia
lamblia.

Os dados sao mostrados como média + erro padrao, p<0,05.

5.3. Andlise da relacao criptas intestinais e vilosidades intestinais

A relacdo entre criptas e vilosidades intestinais dos animais do grupo Ci
(0,1629 £ 0,01822) apresentou aumento significativo em relacdo aos grupos Cc
(0,07571 + 0,002974), Blc (0,067 + 0,007993) e WPc (0,1067 + 0,01080)
(p<0,05). No grupo BLi (0,1978 = 0,01402) a relacdo entre criptas e vilosidades
apresentou aumento significativo quando comparado a relacdo dos animais dos
grupos Cc (0,07571 £+ 0,002974), Blc (0,1067 + 0,007993) e WPc (0,1067 +
0,01080) (p<0,05). Observamos que a relacdo entre criptas e vilosidades
intestinais dos animais do grupo WPi (0,1670 %= 0,01257) aumentou
significantemente quando comparado aos grupos Cc (0,07571 + 0,002974), Blc
(0,1067 + 0,007993) e WPc (0,1067 + 0,01080) (p<0,05).
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Contudo, nédo houve diferenca significativa na relacéo cripta e vilosidades dos
grupos Ci (0,1629 + 0,01822), BLi (0,1978 + 0,01402) e WPi (0,1670 £ 0,01257)
(p<0,05) (Figura 4).

A relacdo altura da criptas intestinais/altura das vilosidades intestinais
aumentou quando houve infecgéo, tanto em animais tratados previamente com
B. longum 5 e W. paramesenteroides WpK4, como nos animais nao tratados.

O tratamento com os probi6ticos ndo alterou essa relagéo.
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Figura 4: Relag&o entre criptas e vilosidades intestinais (duodeno) dos
grupos experimentais.

Cc: Gerbils sem infeccao.

Ci: Gerbils infectados com Giardia lamblia.

BLc: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum sem infecgéo.

WPc: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides sem infec¢ao.

BLi: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum e infectados com Giardia lamblia.
WPi: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides e infectados com Giardia
lamblia.

Os dados sao mostrados como média + erro padrao, p<0,05.

5.4. Anélise imuno-histoquimica qualitativa e quantitativa dos trofozoitos
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Nos cortes histologicos onde o anticorpo primario foi substituido por PBS,
(Figura 5: A) ndo observamos reagéo positiva nos trofozoitos de G. lamblia. Por
sua vez, a reacéo foi positiva nos cortes que receberam o anticorpo anti-G.
lamblia (Figura 5: B, C e D). Observamos que os trofozoitos de Giardia lamblia,
marcados através da rea¢do imuno-histoquimica, foram encontrados em maior
namero no limen intestinal e/ou aderidos ao epitélio das vilosidades intestinais
nos animais do grupo Ci (Figura 5: B) em relagdo aos animais do grupo BLi
(Figura 5: C) e WLi (Figura 5: D).

Figura 5: Fotomicrografia de imuno-histoquimica para trofozoitos de

Giardia lamblia. (a) Controle negativo de reacdo imuno-histoquimica para
trofozoitos; (b) Grupo Ci: Presenca de varios trofozoitos positivos (cabecas de
seta) proximo as vilosidades; Insert (detalhe de trofozoitos marcados
positivamente); (c) Grupo BLi: Escassos trofozoitos positivos aderidos as
vilosidades (cabecas de seta); (d) Grupo WLi: Escassos trofozoitos positivos
aderidos as vilosidades (cabecas de seta). Contra-coloragdo com Hematoxilina
de Harris. Barra = 100 pm.
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Igualmente, na andlise quantitativa dos grupos avaliados, o grupo Ci (57730 *
11260 pm?®) apresentou aumento significativo da area de trofozoitos
imunomarcados no liumen e/ou aderidos nas vilosidades intestinais em relagéo
aos animais dos grupos BLi (17610 * 2338 pm?) e WLi (16910 + 2281 um?)
(p<0,05) (Figura 6).

O tratamento com os probidticos B. longum 5'* e W. paramesenteroides WpK4
reduziu bastante o numero de trofozoitos quando comparado aos animais

controle infectados.
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Figura 6: Niumero de trofozoitos no intestino delgado (duodeno) dos

grupos experimentais.

Ci: Gerbils infectados com Giardia lamblia.

BLi: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum e infectados com Giardia lamblia.
WPi: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides e infectados com Giardia
lamblia.

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, p<0,05.

5.5. Analise qualitativa e quantitativa da mucosa duodenal PAS positiva

A andlise qualitativa da mucosa dos animais do grupo BLi (Figura 7: D)
demonstrou aumento de amplas regides PAS positivas tanto nas criptas e

vilosidades, quanto na superficie intestinal, identificado pelo aumento do
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namero e tamanho de células caliciformes e presenca de muco secretado nas
criptas e vilosidades. Regides PAS positivas menores do que as do grupo BLi e
reducdo no numero de células caliciformes com tamanho menor, foram

observadas em todos os outros grupos de animais Cc, Ci, BLc (Figura 7: A, B e

C) e nos animais dos grupos WPc e WPIi (dados ndo mostrados).

Figura 7: Fotomicrografia do intestino delgado dos grupos experimentais.
(a) Grupo Cc: Escassas células caliciformes (cabecas de seta); (b) Grupo Ci:
Moderado numero de células caliciformes (cabecas de seta); (c) Grupo BLc:
Escassas células caliciformes (cabecas de seta); (d) Grupo BLi: Grande
namero de células caliciformes (cabecas de seta) e presenca moderada de
muco nas criptas e vilosidades intestinais (*). Acido Periédico de Schiff (PAS).

Barra = 100 pm.

Ilgualmente, na andlise quantitativa o grupo BLi (156000 + 21680 um?)
aumentou significantemente a area corada com PAS em relagdo aos grupos Cc
(93830 + 6954 pm?), Ci (103500 + 17180), BLc (100200 + 11950 pm?), WPc
(79900 * 3857 um?) e WPi (100200 + 7488 pm?) (p<0,05 (p<0,05) (Figura 8).
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Houve aumento significativo na produgcdo de muco nos animais tratados B.
longum 5 e infectados com G. lamblia. Os animais tratados com W.
paramesenteroides WpK4 e infectados com G. lamblia apresentaram aumento
de muco, porém nao de forma significativa.
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Figura 8: Area de muco na mucosa duodenal dos animais dos grupos
experimentais.

Cc: Gerbils sem infecc¢ao.

Ci: Gerbils infectados com Giardia lamblia.

BLc: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum sem infeccao.

WPc: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides sem infecc¢ao.

BLi: Gerbils tratados com Bifidobacterium longum e infectados com Giardia lamblia.

WPi: Gerbils tratados com Weissella paramesenteroides e infectados com Giardia lamblia.
Os dados sdo mostrados como média + erro padréo, p<0,05.
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6. DISCUSSAO

A giardiase é uma infeccdo intestinal causada pelo protozoéario flagelado
Giardia lamblia, o qual acomete principalmente criancas em fase escolar e
animais jovens. A infeccdo merece consideravel atencdo em funcdo das
alteracbes anatomopatologicas ocasionadas no hospedeiro (Thompson 2000;
Lane & Lloyd 2002). A giardiase pode originar quadros clinicos como diarreia e
ma-absorcdo intestinal. Para o controle da infeccdo estdo disponiveis no
mercado o0s nitroimidazois. Porém, apesar de serem eficientes, desde 1962
diversos casos refratarios tém sido relatados, incidindo também na resisténcia
cruzada entre os diferentes nitroimidazois (Upcroft & Upcroft, 2001). Diante do
exposto, alternativas terapéuticas tornam-se muito atrativas. Os probioticos tém
sido utilizados como adjuvantes terapéuticos em algumas patologias,
principalmente as intestinais. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito probidtico de Bifidobacterium longum 5 e Weissella
paramesenteroides WpK4 sobre a giardiase em modelo murino (Meriones

unguiculatus).

Os mecanismos pelos quais a Giardia provoca sintomas ainda ndo estdo bem
esclarecidos. A imunidade inata da mucosa representa a primeira linha de
defesa contra infecgcbes microbianas, assim, o estudo morfolégico de alguns
aspectos da mucosa do intestino delgado foi utilizado para avaliar as possiveis
alteracoes decorrentes da associacao entre probiéticos e Giardia. Estimamos a
altura das criptas e vilosidades intestinais, secrecdo de muco e quantificamos a

carga parasitaria.

Criptas de Lieberkihn ou criptas intestinais possuem epitélio simples colunar e
fazem parte da camada mucosa do intestino. Sdo glandulas tubulares simples
encontradas entre as vilosidades da parede do intestino delgado (ID). Possuem
células endocrinas que produzem hormdnios como secretina, motilina,
colecistoquinina e peptideos inibidores gastricos que controlam a atividade e
reguam o pH do ID. Tém também células de Paneth, que produzem

substancias bactericidas e fungicidas como lisozimas e defensinase. Por fim,
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possuem células caliciformes, que secretam muco, lubrificante contendo

mucina.

Estudos sugerem que a interacdo entre trofozoitos de G. lamblia e células
epiteliais culmina no aumento da taxa de apoptose de enterdcitos, levando a
reducdo da regeneracdo celular e em consequéncia, ao achatamento das
microvilosidades (Chin et al, 2002; Panaro et al, 2007; Pires et al, 2003). Casos
assintoméaticos de giardiase ndo produzem nenhuma alterac@o histolégica na
mucosa duodenal e jejunal (Wolfe 1992). Ao contrario, em casos sintomaticos
h& atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas, danos as células epiteliais e
aumento de infiltrado inflamatério na lamina propria (Brandborg et al, 1967;
Khanna et al, 1988).

Por outro lado, a giardiase em animais experimentais, eventualmente pode
gerar alteragcbes na arquitetura intestinal, como a atrofia de criptas e
vilosidades, afetando a atividade de enzimas digestivas, como dissacaridases,
lipases e proteases. Goyal (2013) e colaboradores ao analisarem as
propriedades antioxidantes de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) em
camundongos BALB/c infectados com G. lamblia, observaram que o0s animais
do grupo controle infectado tiveram alteracdes morfologica e celular na mucosa
duodenal, apresentando maior atrofia das microvilosidades intestinais e
hiperplasia das criptas intestinais. No mesmo estudo, 0s animais tratados com
LGG e infectados com G. lamblia ndo demonstraram alteracGes

histopatoldgicas na mucosa duodenal como no gupo controle.

Oberhuber e colaboradores (1997) investigaram 567 pacientes com biopsia
duodenal positiva para Giardia e observaram que a porcentagem de individuos
gue apresentaram atrofia nas vilosidades e pequeno infiltrado inflamatorio, foi
relativamente baixo (3,7%) comparado ao total de amostras. Semelhante a este
achado, voluntéarios infectados com isolados de Giardia da linhagem (B)
exibiram infeccdo sintomatica como prevista, porém, destes pacientes
sintomaticos apenas 40% apresentaram atrofia de criptas e Vvilosidades
intestinais (Nash et al, 1987).
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Como podemos observar ha muita controvérsia sobre 0s processos
fisiopatologicos relacionados a giardiase, certamente estes sdo multifatoriais e
podem estar relacionados as caracteristicas do parasita, como cepa, numero
de cistos ingeridos, ou, podem relacionar-se as caracteristicas do hospedeiro,
como, a resposta imune, o estado nutricional, o pH do suco gastrico e a

microbiota intestinal.

Em nosso estudo, os animais infectados com G. lamblia ndo apresentaram
atrofia das vilosidades em comparagcédo com os controles sem infecgcdo e com
probidticos. Concordando com nossos resultados Scott e colaboradores (2000)
nao observaram atrofia de vilosidades em camundongos experimentalmente
infectados com Giardia. Contudo, estas diferencas podem se relacionar a
fatores proprios do modelo experimental, a cepa de Giardia utilizada, a forma
evolutiva, o tempo de infeccdo e/ou o0 estado imunologico e nutricional dos
modelos usados. Desta forma, percebemos que ha falta de padronizagdo nos

estudos para que se possa referencia-los uns com os outros.

Assim, 0s mecanismos sugeridos como determinantes da patogenia giardiana,
podem n&o se associar com o0 aumento da vilosidade intestinal. Um exemplo é
0 estado nutricional, a quem é creditado interferéncia direta na patogenia da
giardiase, com agravamento da infeccdo via sinergismo da apoptose e
consequente diminuicdo na renovacao de enterdcitos. Em decorréncia, ocorre
reducdo no numero e na altura das vilosidades, acarretando reducdo na

capacidade de absorcao intestinal. (Pires et al, 2003).

Assim como Nash e colaboradores (1987), Amer e colaboradores (2014)
observaram nos camundongos infectados com G. lamblia, atrofia expressiva
das vilosidades intestinais, seguido de infiltrado inflamatério. Em constraste
com este achado, no mesmo estudo, ao comparar a morfologia duodenal dos
animais tratados com derivados de bacteriocinas de Lactobacillus casei e
infectados com G. lamblia, os pesquisadores observaram gue nestes animais,
a mucosa aparentava normal, sem as alteracdes mencionadas em relacdo aos
animais infectados e sem tratamento. Shukla e colaboradores (2012)

observaram que a influéncia da administragdo da bactéria probidtica
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Lactobacillus casei nos camundongos Balb/c foi positiva, uma vez que houve
aumento na altura das violosidades intestinais do grupo tratado e infectado com
G lamblia em relacdo ao grupo controle infectado, o qual apresentou atrofia nas
vilosidades intestinais.

Ao analisar a morfometria das criptas intestinais isoladamente, observamos
que os grupos Ci, BLi e WPi apresentaram criptas significantemente mais
alongadas em comparagdo aos grupos Cc, BLc e WPc. Entre os grupos
infectados nao observamos diferenca estatistica na altura das criptas
intestinais, estando condizente aos achados e de Scott e colaboradores (2000)
ao utilizarem trofozoitos de G. muris em camundongos CD-1 (nu*/ nu®) e
também de Bartelt e colaboradores (2013) ao utilizarem cistos de G. lamblia em
camundongos C57BL/6. Os autores concluiram que as alteracdes causadas
nestes animais foram semelhantes as ocorridas em humanos com giardiase
cronica. As mudancas histopatolégicas em resposta a infeccdo resumiu-se a
reducdo da altura das vilosidades intestinais, aumento na altura das criptas e
hiperplasia das mesmas, apoptose de enterdcitos e aumento de eosinofilos

intra-epiteliais.

Relatos indicam que o uso de determinadas linhagens probidticas pode
aprimorar a atividade especifica das dissacaridades (sacarase e lactase). Estas
enzimas agem como biomarcadores de dano no epitélio intestinal, por
conseguinte, quando expressas no topo das vilosidades intestinais poderéo
reduzir a lesdo presente na borda em escova do intestino (Mahmood et al,
2005).

Na analise da razéo criptas/vilosidades intestinais, observamos que a relacao
nos grupos Ci, BLi e WPi foi significantemente maior quando comparado aos
grupos Cc, BLc e WPc. Este resultado esta em concordancia com os achados
de Scott et al, 2004, que observaram aumento da razao criptas/vilosidades nos
camundongos infectados em relacdo aos respectivos controles. Nos grupos
infectados, os animais do grupo BLi atingiram maior valor da relacdo
criptas/vilosidades, porém sem diferenca significativa em relacdo aos outros

grupos infectados. J& nos grupos sem infeccdo, os animais do grupo Cc
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obtiveram menor valor da relacdo, embora ndo tenha sido observada diferenca

estatistica entre esse e 0s grupos néo infectados que receberam probioticos.

Na realidade, em nosso experimento, a hiperplasia das criptas ocorreu em
detrimento da infecdo giardiana. Uma explicacéo para este fenomeno talvez se
sustente pela fase em que avaliamos a infeccdo (sete dias). Estudos anteriores
demonstraram que o periodo exponencial da infeccdo em gerbils foi sete dias
(Busatti, 2007). Neste periodo € observado imenso numero de trofozoitos
aderidos aos enterocitos epiteliais, contribuindo para a ocorréncia de diversos
eventos que conduziriam a danificacdo da mucosa. Em resposta a esta
agressao ocorreria a hiperplasia das criptas como tentativa de recuperacao do

tecido.

No intestino delgado, as células-tronco intestinais localizadas nas criptas dao
origem a células de Paneth, bem como enterocitos, células caliciformes e
células enteroenddcrinas (Simon-Assmann et al, 2007). Apos a diferenciacao,
as ceélulas de Paneth permanecem nas criptas, enquanto que 0s outros tipos de
células migram para as vilosidades. Poderiamos esperar assim, aumento
também das vilosidades. Contudo, a despeito do aumento na altura das criptas
intestinais ocorrer para regenerar as vilosidades, nem sempre suscede 0
aumento das mesmas, ou seja, muitas vezes 0 processo apoptotico é tdo mais
intenso, de modo que a hiperplasia criptal servirA apenas para atenuar a

degeneracéao celular (Buret, 2007).

Utilizamos a coloracédo de PAS para verificar possiveis alteracfes na secrecao
de polissacarideos sulfatados, carboxilados e de glicoproteinas que compdem
0 muco produzido através das células caliciformes dos grupos avaliados. A
secrecdo de mucina pelas células caliciformes do intestino delgado é
rapidamente aumentada em decorréncia da presenca de microrganismos
patogénicos (Turner 2009). Durante o processo infeccioso gerado pela
presenca da G. lamblia observamos aumento significativo na producdo de
muco nos animais do grupo BLi, em relacdo aos animais dos grupos Cc, Ci,
BLc, WPc e WPi. Desde modo, estes resultados mostram que o aumento da

producdo de muco foi decorrente da presenca do B. longum 5™
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Zenian and Gillin (1985) ao examinar a influéncia da mucina humana sobre a
adesdo e sobrevivéncia de trofozoitos de G. lamblia in vitro, perceberam
aumento significativo na adeséo dos trofozoitos expostos ao muco originado de
intestino humano (post-mortem), sugerindo que 0 muco criaria um micro-
ambiente entre o limen e o epitélio, protegendo o parasito da degradacao por
enzimas, sais biliares e diferencas de pH. Embora o muco aja na prote¢cédo do
epitélio intestinal contra enzimas digestivas do hospedeiro, Roskens &
Erlandsen (2002), constataram que o muco funcionava como fator de privagao
dos trofozoitos de G. lamblia da adesédo ao epitélio intestinal e, desta maneira,
apresentava efeito negativo, sobretudo na adesdo do parasito in vitro.
Zinneman & Kaplan (1972) acreditam que o muco protegeria os trofozoitos da
lise por agentes lipases presentes no fluido intestinal. Com base nessas
informacbes é necessario que haja outras investigacbes para elucidar a
importancia das mucinas na resposta do hospedeiro em presenca da giardiase,

com efeito de beneficiar ou prejudicar o parasitismo.

Estudos utilizando camundongos e humanos indicam que os beneficios
gerados com a administracao de linhagens probidticas devem ser medidos em
parte através da capacidade imunomoduladora de determinadas cepas ou a
combinacdo de mais cepas. Probioticos podem servir como terapia alternativa
para doencas gastrointestinais capazes de induzir respostas pré-inflamatorias,
anti-inflamatoérias ou secretorias, além das aplicacfes voltadas a reducéao da
colonizacdo de patdégenos, melhoria na sintese de vitamina, estimulacdo na
proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais, fortificacdo da barreira
intestinal e otimizacdo do transito intestinal (Leblanc et al, 2008; Thomas &
Versalovic, 2010; Vandenplas et al, 2014).

Em nosso estudo, ao avaliarmos o efeito da administracdo de B. longum 5 e
W. paramesenteroides WpK4 nos animais através da imunomarcacdo de
trofozoitos, observamos que os o numero de trofozoitos dos grupos BLi e WPI
foi significantemente menor em relacdo ao grupo Ci, mostrando que a
administracdo prévia das bactérias reduziu significantemente o namero de

parasitos intestinais.
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Yeonhee Lee (2005) ao trabalhar com diversos isolados do trato vaginal de
mulheres Coreanas na pré-menopausa especialmente o isolado Weissella
kimchii (PL9023), demonstrou sua atividade inibitoria para Candida albicans em
varios pHs inviabilizando a ligacdo do fungo as células do epitélio vaginal. Além
disso, observou a producao de perdxido de hidrogénio que levou a producao de
proteinas com propriedade antimicrobiana conhecida por bacteriocinas.

O interessante da linhagens bacterianas testadas é que sao isolados brasileiros
com potencial probiético que se mostraram eficientes em proteger o hospedeiro
da giardiase. A manipulacdo e crescimento de W. paramesenteroides WpK4
sdo faceis viabilizando possiveis usos em escala industrial. Ja espécies de
Bifidobacterium s&o muito utilizadas como probidticos para fins terapéuticos em
recém-nascidos e lactentes, por sua alta capacidade de colonizar o trato
gastrointestinal. Mufioz et al (2011) avaliaram a in vitro a influéncia de B.
longum subsp. infantis, no tratamento da diarreia causada por rotavirus,
demonstrando capacidade de proteger a célula contra a infeccédo e habilidade

para inibir a replicacédo do rotavirus.

Nossos resultados impactam positivamente para o possivel controle da
giardiase com a administracdo das bactérias B. longum 5" e W
paramesenterdides WpK4 como coadjuvantes. Casos resistentes ao tratamento
convencional talvez possam ser menos agressivos com 0 uso de probioticos.
Os mecanismos pelos quais ocorrem esta importante reducdo da carga
parasitaria precisam ser ainda elucidados. Contudo os resultados da producéo
de muco em animais tratados com B. longum sinalizam para este efeito na

diminuicdo da carga parasitaria.
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7. CONCLUSOES

e A altura das criptas intestinais e a relagéo altura das criptas/ altura das
vilosidades aumentou quando houve infeccao, tanto em animais tratados
previamente com B. longum 5 e W. paramesenteroides WpK4 como

nos animais nao tratados;

e O tratamento com os probidticos e a infeccdo por Giardia ndo alteraram

a altura das vilosidades intestinais;

e A reducdo significativa da carga parasitaria observada pela
administracdo de  Bifidobacterium longum 5" e Weissella
paramesenteroides WpK4 em Gerbils (Meriones unguiculatus) sugere

acao probiotica dessas bactérias na giardiase;

e O aumento da producdo de muco esteve associado a diminuicdo da
carga parasitaria nos animais tratados com Bifidobacterium longum 5,
sugerindo que 0 muco possa constituir um dos mecanimos usados pelo

probidtico na reducéo da carga parasitaria.
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“« . . ~ 7 ~ 4
Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de dgua

no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota’.

Madre Teresa de Calcuta



