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PREAMBULO

“Alice — Poderia me dizer,
por favor, qual é o
caminho para sair daqui?
Gato — Isso depende
muito do lugar para
onde vocé quer ir.

Alice — Ndo me importa
muito onde.

Gato — Nesse caso,

ndo importa por qual
caminho vocé va”.
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RESUMO

Giardia lamblia é um parasito amplamente distribuido no globo, infectando humanos
e animais. As manifestacdes clinicas e seu impacto sdo expressivos em criancas podendo
culminar em déficits no desenvolvimento fisico e cognitivos. InfecgcBes assintomaticas sdo
frequentes e geralmente auto-limitadas. Os mecanismos patogénicos séo pouco conhecidos e
os relatos disponiveis sdo muitas vezes controversos. Questdes basicas, como alteracGes
hematoldgicas e bioquimicas oriundas da giardiase, ndo sdo conhecidas. Neste contexto,
procuramos conhecer a evolugdo do perfil biogquimico, hematoldgico e imunolégico de gerbils
experimentalmente infectados com G. lamblia, buscando alteracfes metabdlicas relacionadas
ao desenvolvimento da doenca. O perfil bioguimico foi avaliado pela dosagem sérica de
alguns analitos. No 21° dia p6s infeccdo (dpi), a glicemia comecou a aumentar, apresentando
um pico no 28° dpi. A insulina acompanhou o perfil de comportamento da glicose, sugerindo
que a giardiase determina um processo inflamatorio significativo a partir da terceira semana
de infeccdo, gerando aumento da resisténcia insulinica. Durante a infec¢do observou-se
progressiva diminuicdo das proteinas totais, com o paradoxal aumento de albumina, sugerindo
um aumento da ingestdo alimentar na infeccdo, gerando um estado de anabolismo com
elevacdo da albumina. Esta hipdtese é corroborada pela manutencdo do peso dos animais
infectados em comparagdo com os ndo infectados. O cortisol teve um comportamento como
esperado, ou seja, uma elevacdo significativa ap6s o 7° dpi até o 14° dpi, quando
provavelmente os animais encontravam-se inflamados ainda com a infec¢do ativa pela
Giardia, voltando a cair, mas para valores ainda significativamente maiores que o controle.
Os niveis séricos de célcio se apresentaram significativamente mais elevados a partir do 14°
dpi, perdurando desse modo até o 63° dpi. Os resultados da dosagem dos analitos fosfatase
alcalina, AST e ALT, ndo se alteraram com significancia patologica, sugerindo que as funcdes
hepaticas ndo seriam alteradas pela infeccdo. Colesterol e triglicerideos apresentaram
comportamento similar, com elevagdo significativa a partir do 21° dpi. Estes resultados
corroboram com o estado inflamatério gerado pela giardiase. Machos e fémeas apresentaram
diferengas em alguns pardmetros analisados, contudo o comportamento do grupo dos machos
individualmente foi similar ao comportamnento dos grupos juntos, machos e fémeas. Em
muitas das nossas varidveis bioquimicas observou-se alteracdo a partir do 21° dpi, sugerindo
que a giardiase possa constituir o gatilho dessas mudangas. Todas as variaveis hematoldgicas
foram avaliadas. Os leucdcitos ndo apresentaram alteracGes significativas no curso da
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infecgdo. Foi observada reducédo significativa no numero de hemacias, na concentracdo de
hemoglobina e no valor do hematdcrito, a partir da segunda semana de infecgdo, confirmando
uma anemia relacionada a giardiase. A reducdo do nivel de ferro sérico a partir da 3% semana
de infeccdo, apesar de nao significativa, sugere a participacdo do ferro na anemia. Contudo, o
peso dos animais no curso da infeccdo se manteve sem altercGes significativas e 0s
pardmertros hematimétricos comecaram a retornar aos valores basais apds a cura
parasitologica, sem haver reposicdo de ferro. Esses resultados sugerem que a anemia na
giardiase relaciona-se mais a alteracdes inflamatorias e metabolicas induzidas pelo parasito
que a deficiéncia de ferro gerada pela ma absor¢cdo do mineral. Apesar da ativacdo
inflamatoria sistémica ter sido bem estabelecida nesse modelo, com a elevacdo de citocinas
pré-inflamatorias, que podem ter sido ativadas por macrofagos e linfocitos, esta ndo foi
suficientemente intensa para levar a alteracdes significativas no valor do leucograma.
Observou-se uma queda constante, mas ndo significativa, do nimero de células de infiltrado
inflamatorio na lamina prépria até o D21, voltando a se elevar no D28. Contrapondo com 0s
resultados da contagem de leucadcitos intraepiteliais, os resultados relacionados a producéo de
muco e a relacdo criptas/vilosidades ficaram dentro das expectativas de uma infeccéo, ou seja,
células caliciformes e a relacdo criptas/vilosidades tiveram um aumento constante e
significativo ao longo do periodo do estudo. Avaliamos a expressdo das citocinas IL-4, 1L-6,
IL-11, IL-12, 1I-17, IFN-y e TGF-B. Apesar da IL-4 ter apresentado uma elevagéo
signifivativa sinalizando uma resposta do tipo Th2, ndo detectamos alteracdes no padrdo de
IgE. A ativacdo do sistema imune, com ativacdo de linfécitos para a producdo de
imunoglobulinas, parece relevante com elevacao significativa da IgA sérica a partir da 22
semana (D14), mantendo-se elevada, mas sem significancia estatistica. IFN-y ¢ TGF-$
tiveram um comportamento similar, com pico no D21, indicando que uma acdo anti-
inflamatdria estaria em curso. Houve alteracdes significativas dos valores da IL-6 a partir da
22 semana de infec¢do, mantendo-se elevada durante todo o periodo de infec¢do documentada
(D14 a D28), com queda para valores proximos ao do controle no D35, quando a cura foi
estabelecida. A IL-11 e a IL-17 elevam-se significativamente na 12 semana (D7), com pico na
2% e 3% semanas, respectivamente, retornando ambas a valores préximos aos controles na 5?
semana (D35). N&o houve alteragdes significativas dos valores da IL-12 durante o
experimento, embora tenha havido uma discreta elevacao ao longo do tempo, com um pico no
D28.

Palavras-chave: Giardia, perfil bioquimico, hematoldgico e imunoldgico; cinética.
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ABSTRACT

Giardia lamblia is a enteric parasite that infect human and animals, these parasite is
distributed globally. The impact of clinical manifestations is observed in children resulting in
deficits physical and cognitive development. Asymptomatic infections are frequent and
usually auto-limited. The pathogenic mechanisms are poorly understood and available reports
are often controversial. Basic questions such as haematological and biochemical changes from
giardiasis they are not known. In this context, we pretended to know the evolution of the
biochemical, hematological and immunological profile of gerbils experimentally infected with
G. lamblia, searching for metabolic changes related to the development of the disease. The
biochemical profile was evaluated by the serum dosage of some analytes. On the 21" day
after infection (dai) glycemia increased, showing a peak at 28" (dai). Insulin followed the
glucose behavior profile, suggesting that giardiasis determines a significant inflammatory
process from the 3 week of infection, resulting an increase of the insulin resistance. During
infection, there was a progressive decrease in total proteins with the increase of albumin
suggesting an increase of the dietary intake in the infection generating a state of anabolism
with albumin elevation. This hypothesis is confirmed by the maintenance of the weight of the
infected animals compared to uninfected. Cortisol behaved as expected. That is a significant
increase after the 7" (dai) to the 14™ (dai), when the animals were probably still inflamed with
active infection by Giardia, falling again, but for values still significantly higher than the
control. Serum calcium levels were significantly higher from the 14™ (dai), thus remaining at
63" (dai). The results of the alkaline phosphatase, AST and ALT analysis did not change with
pathological significance, suggesting that hepatic functions would not be altered by infection.
Cholesterol and triglycerides showed similar behavior, with a significant increase from the
21% (dai). These results contribute to the inflammation produced by giardiasis. Males and
females presented differences in some analyzed parameters. However, behavior of the
individual males group was like the behavior of both groups. In several biochemical variables
analyzed it was observed a change from the 21% (dai), suggesting that giardiasis may be the
trigger for these changes. All hematological variables were evaluated. Leukocytes did not
present significant changes during infection. From the second week of infection it was
observed the significant reduction in the number of red blood cells, hemoglobin concentration
and hematocrit value confirming an anemia related to giardiasis. The reduction of serum iron
level from the 3" week of infection, although not significant, suggests the participation of iron
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in the anemia. However, the weight of the animals during the infection remained unchanged
and the hematometric parameters began to return to baseline values after parasitological cure,
without iron replacement. These results suggest that anemia in giardiasis relates more
inflammatory and metabolic changes induced by the parasite that iron deficiency produced by
mineral malabsorption. Although systemic inflammatory activation has been well established
in this model, with the elevation of proinflammatory cytokines, which may have been
activated macrophages and lymphocytes, it was not strong enough to lead to significant
changes in the leukogram value. A constant but not significant decrease in the number of
inflammatory infiltrate cells was observed in the lamina propria until D21 resurfaced in D28.
Compared with the results of intraepithelial leukocyte counts, the results related to mucus
production and crypt/villus ratio were within the expectation of an infection. Goblet cells and
the relationship crypts / villi had a constant and significant increase during the study period.
We evaluated the expression of cytokines IL-4, IL-6, IL-11, IL-12, IL-17, IFN-y and TGF-p.
Although IL-4 showed a significant elevation signaling a Th2-type response, we did not
detect changes in the IgE standart. Activation of the immune system with activation of
lymphocytes to produce immunoglobulins seems relevant with the significant increase of
serum IgA from the second week (D14), remaining high, but without statistical significance.
IFN-y and TGF-p had a similar behavior, with a peak in D21, indicating that an anti-
inflammatory action would be under way. There were significant alterations in 1L-6 values
from the second week of infection, remaining elevated throughout the documented infection
period (D14 to D28), dropping to values close to that of the control at D35 when cure was
established. 1L-11 and IL-17 increased significantly in the 1% week (D7), with peak in the 2™
and 3" weeks, respectively, returning to values close to the controls in the 5" week (D35).
There were no significant changes in IL-12 values during the experiment, Although there has

been a slight increase over time, with a peak in D28.

Keywords: Giardia, Biochemical, hematologic and immunological profile; kinetic
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1. INTRODUCAO



Parasitos intestinais sdo 0s agentes causadores de infec¢cGes comuns responsaveis por
significativos problemas de salde publica nos paises em desenvolvimento. Alguns, como
Entamoeba histolytica/dispar, Giardia lamblia, Hymenolepis nana, Taenia solium, Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Cryptosporidium parvum e Enterobius vermicularis, séo
transmitidos pela agua ou alimentos contaminados. Outros, como Ancylostoma duodenale,
Necator americanus e Strongyloides stercoralis, s&o transmitidos por larvas presentes no solo
(Neves et al., 2011).

As enteroparasitoses estdo fortemente associadas a falta de saneamento basico, higiene
e condicBes de vida e moradia, comprometendo ndo apenas a salude do individuo, mas
também a forca de trabalho e, consequentemente, a geracdo de riquezas dos paises. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em todo o mundo, milhares de individuos estdo impe-
didos de alcancar todo o seu potencial produtivo por ndo gozarem das condi¢des minimas de
satde. Um dos fatores responsaveis por essas deficiéncias sdo as doencas parasitarias, sendo
as de caréter intestinal as doencas infecciosas mais prevalentes em todo o mundo (WHO,
2005).

A doenca parasitaria decorre de outros fatores que ndo a simples presenca do parasito.
E necessario que haja a cléassica triade epidemioldgica das doencas parasitarias para que
ocorra a infeccdo, quais sejam: as condi¢fes do hospedeiro, 0 parasito e 0 meio ambiente. A
interacdo entre parasitos e seu hospedeiro humano é complexa, como ndo poderia deixar de
ser, e as manifestacdes clinicas podem mudar ao longo do tempo. Novas doencas podem

surgir e outras desaparecerem (Gordis, 2000).

N&o ha dados conclusivos que apontem fatores como a pré-disposicdo racial, genética
ou alguma suscetibilidade especifica como relevantes na prevaléncia de parasitos intestinais,
embora pesquisa recente na regido Amazénica (Estado do Pard, Brasil), tenha demonstrado
gue a ancestralidade genética europeia proteja da infec¢cdo invasiva por Entamoeba histolytica
(Leite, 2015). Por outro lado, as diferencas na educacdo, na cultura e nos habitos alimentares
podem aumentar a exposi¢do a infeccdo e predispor a reinfeccdo em areas endémicas (De
Carli e Candia, 1992; De Carli et al., 2006). Além disso, quadros graves ocorrem em

pacientes com maior carga parasitaria e comprometimento imunoldgico (Melo et al., 2004).

De acordo com Ferreira et al. (2006), infeccdo parasitaria pode ser definida como a
penetracdo e desenvolvimento, ou multiplicacdo de um agente infeccioso no homem ou

animal. Estima-se que o ser humano seja infectado por mais de 100 tipos de parasitos, sendo



estas infecgdes parasitarias responsaveis por mais de cem mil mortes ao ano, com 15 milhdes
de DALYs (Torgerson et al., 2015).

Segundo Menezes et al. (2008), aproximadamente um terco da populacdo de paises
subdesenvolvidos vive em condi¢Ges ambientais que facilitam a disseminagdo de infeccdes

parasitarias.

Dos protozoarios eucariotos presentes no reino protista, o género Giardia merece
especial atencdo, principalmente nas infeccbes em criangas, sendo observados importantes

quadros diarreicos (Thompson, 2000; Kool et al., 2009).

1.1 Giardia lamblia

A Giardia lamblia (sinbnimos Giardia intestinalis, Giardia duodenalis) é um
protozoério flagelado anaerdbio, porém, tolerante a oxigénio. De acordo com a sistematica
tradicional, com base apenas na morfologia, a Giardia pertence ao Filo Sarcomastigéfora,
subfilo Mastigofora, Classe Zoomastigofora, Ordem Diplomonadida, Familia Hexamitidae
(Morrison et al., 2007). De acordo com nova sistematica baseada em genética, morfologia e
bioquimica, a Giardia pertence ao Filo Metamonada, subfilo Trichozoa, Superclasse
Eopharyngia, Classe Trepomonadea, subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia
Giardiidae (Cavalier-Smith, 2003).

Causadora da doenca conhecida como giardiase, a Giardia completa seu ciclo
biolégico em apenas um hospedeiro (Monoxeno) e ndo tem fase larval. Com isso pode
reinfectar o mesmo hospedeiro onde se iniciou o ciclo (Ciclo Bioldgico Direto). As infec¢bes
sdo transmitidas por cistos que s@o excretados nas fezes de humanos e de animais infectados.
Infectam o intestino delgado (ID) (duodeno e nas primeiras porcGes do jejuno e, as vezes,
encontrados nos ductos biliares e na vesicula biliar) de uma grande variedade de espécies

incluindo os seres humanos (Adam, 2001; Lujan e Svard, 2011).

As manifestacBes clinicas da giardiase podem variar de nenhum sintoma a diarreia
aguda ou cronica com colicas abdominais, nausea, flatuléncia, perda de peso, lesdes intesti-
nais e sindrome de méa absorcdo de nutrientes que pode durar varios meses (Lujan e Svérd,
2011). Em criangas, tanto nos quadros clinicos quanto sub-clinicos, a giardiase esta relaciona-
da ao comprometimento do desenvolvimento fisico e cognitivo, quando associado a quadros

de desnutricdo crénica e imunossupressao (Thompson et al., 1993).



Para o diagnostico da giardiase usam-se trés técnicas: a) exames Coproscopicos por
microscopia Otica para identificacdo de trofozoitos (em fezes diarreicas) ou de cistos (em
fezes formadas); b) imunoensaio enzimatico (ELISA) para identificacdo de antigenos de
Giardia; c) aspiracdo de liquido ou biopsia duodenal para identificacdo de trofozoitos
(Mandell, 2010).

1.2 Importancia e Epidemiologia

Durante muitos anos ndo se deu importancia a presenca do protozoario G. lamblia em
seres humanos, pois sua patogenicidade era discutivel. Somente nas Gltimas décadas a infec-
cdo por Giardia comecou a despertar interesse pela frequéncia com que era relatada e pela

importancia no desencadeamento dos quadros de diarreia e ma absorcao (Busatti et al., 2006).

A maior prevaléncia da giardiase ocorre em criancas de oito meses a dez anos de
idade, e constitui, nessa populacdo, sério problema de salde publica, principalmente quando
associado a quadros de desnutricdo e imunodeficiéncia (Gendrel et al., 2003; Harwood et al.,
2005; Mukhopadhyay et al., 2007; Mondal et al., 2009; Roy et al., 2011).

Com ampla distribuicdo mundial, a Giardia € encontrada em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento. Desde os anos 70, varios estudos em paises desenvolvidos tém
mostrado quadros de contaminacdo em que a G. lamblia era o parasito mais comumente
identificado, com prevaléncias entre 0,4-7% (Acha e Szyfres, 1987; Thompson et al.,1990;
Schantz, 1991; Horman et al., 2004; Caccio e Ryan, 2008; CDC, 2010; Feng e Xiao, 2011,
Painter, et al., 2015) e era também o responsavel por surtos epidémicos de diarreia nos
Estados Unidos (Ungar et al., 1984; Baldursson e Karansis, 2011). As epidemias em paises
desenvolvidos tém sido atribuidas ao tratamento inadequado da agua e sua contaminagdo com
fezes humanas ou de animais, especialmente em colecGes de aguas superficiais e lagos. Nos
paises em desenvolvimento, a giardiase sempre mostrou alta e varidvel prevaléncia, oscilando
de 1-60% em algumas areas (Ungar et al., 1984; Farthing, 1989; Goldin et al., 1990; Cedillo-
Rivera et al., 2009; Oliveira, 2015).

Na Asia, Africa e América Latina, onde cerca de 200 milhdes de pessoas apresentam a
doenca sintomatica, com cerca de 500.000 novos casos relatados a cada ano, a giardiase deve
ser observada com especial cuidado, principalmente nas criangas (WHO, 2005), pois contribui
de forma substancial para a geracdo de adultos com déficit no desenvolvimento fisico e

cognitivo (Busatti et al., 2009).



Outras pesquisas indicam que o desenvolvimento econdmico-social de diferentes
regides do mundo parece estar relacionado a ocorréncia ou ndo dos quadros sintométicos. Por
razdes indeterminadas, os casos assintomaticos (auséncia de diarreia) nas infeccBes por
Giardia sdo mais frequentes nos paises desenvolvidos (Mason e Patterson, 1987; Hollm-
Delgado et al., 2008; Siwila et al., 2010).

Devido a associagdo com surtos de diarreia em creches, G. lamblia foi reconhecida
como uma infeccdo reemergente (Thompson, 2000). Sua alta prevaléncia e repercussoes
clinicas, fez com que, em 2004, a doenca fosse incluida na “Iniciativa de Doencas
Negligenciadas” pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (Savioli et al., 2006). Apesar
disso, poucos sdo os estudos que se referem a quimioterapia desse parasito que infecta cerca
de um bilh&o de pessoas por ano (Wright et al., 2003), sendo 280 milhdes sintomaticos (Lane
e Lloyd, 2002).

No Brasil e no mundo, a prevaléncia varia conforme a localidade, as populagdes
estudadas e a metodologia empregada no estudo. A faixa etaria mais atingida é a de pos
lactentes e pré-escolares, tendo em vista que os bebés alimentados ao seio materno podem
adquirir protecdo através de gliconjugados e anticorpos IgA secretoria, fornecidos pelo leite
materno (Pickering, 2005). Estudos avaliando a ocorréncia de giardiase em criancas de vérias
regides mostraram que nos Ultimos vinte e cinco anos, a prevaléncia desta parasitose dimi-
nuiu; porém, permanece elevada, variando de 13,8% a 63,3% (Costa et al., 1988; Torres et
al., 1991; Cury et al., 1994; Guimaraes e Sogayar, 1995) para 9,3% a 32,0% (Menezes et al.,
2008; Korkes et al., 2009; Tashima et al., 2009; Moreno et al., 2010; Valverde et al., 2011,
Gongalves et al., 2011; Santos et al., 2012; Assis et al., 2013; Neres-Norberg et al., 2014).

Sendo a giardiase uma zoonose, animais infectados (p.ex. cdes, gatos) podem
contribuir, também, para a contaminacdo do ambiente. Recente pesquisa na Coréia encontrou
33,2 % dos caes recolhidos das ruas, tanto jovens (idade < 1 ano) quanto adultos (idade > 1
ano) parasitados por Giardia, embora a prevaléncia em cées mais jovens fosse maior (Shin et
al, 2015). Na Pol6nia, usando a técnica de PCR, encontrou-se 21% dos animais da fauna
silvestre analisados (javalis, raposas, veados, lobos, alce) parasitados pela Giardia. Este
estudo foi o primeiro a encontrar G. lamblia da linhagem B em javalis e veados (Stojecki et
al., 2015). Em estudo na regido norte/nordeste da Tailandia, encontrou-se 6% do gado leiteiro
parasitado (linhagens A e E), indicando que o gado leiteiro pode participar ativamente na
transmissdo de Giardia entre animais e seres humanos (Inpankaew et al., 2015),

especialmente nos casos em que a ordenha ndo obedeca as melhores praticas higiénicas. Além
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disso, a infeccdo de bovinos e outros animais de fazenda pode ter um impacto econdmico

resultante da perda de produtividade (O’Handley et al., 2001).

1.3 - Historico

A Giardia foi inicialmente observada em 1681, por Antonie Van Leeuwenhoek, a
partir de fezes humanas diarreicas e melhor descrita por Lambl, em 1859. Inicialmente,
empregou-se a denominacdo Cercomonas intestinalis, em humanos, e Dimorphus muris em
roedores. Em 1888, Blanchard sugeriu o0 nome Lamblia intestinalis, em homenagem a Lambl.
Em 1902, Stiles modificou para Giardia duodenalis. Kofoid e Christiansen propuseram 0s
nomes Giardia lamblia, em 1915, e Giardia enterica em 1920, respectivamente.

A controvérsia a respeito da nomenclatura das espécies de Giardia continuou por
muitos anos, até que Simon usou critérios morfoldgicos para distinguir G. lamblia e G. muris,
sendo a G. lamblia considerada a espécie que parasita 0 homem, e a G. muris a de roedores. O
nome G. intestinalis foi posteriormente utilizado por outros pesquisadores, mas o uso de G.
lamblia ndo foi abandonado. Em 1952, Felice publicou a descricdo morfologica detalhada da
Giardia e, finalmente, propds trés espécies com base na morfologia do corpo celular: G.
duodenalis, G. muris e G. agilis (Adam, 2001).

Durante a década de 90, alguns pesquisadores adotaram o nome G. intestinalis (Kulda
e Nohynkova, 1996), mas, atualmente, a denominagdo Giardia lamblia, quando associada a

infeccdo em humanos, continua bem aceita pela literatura cientifica (Adam, 2001).

Atualmente, o género Giardia é composto por seis espécies. Destas, apenas G. lamblia
pode infectar os seres humanos. G. muris é encontrado em roedores, G. agilis em anfibios, G.
psittaci em periquitos, G. ardae em garcas e G. microti em ratos-almiscarados (Adam, 2001).

1.4 Variacgdo genética

Para uma melhor compreensdo da epidemiologia da doenca, susceptibilidade do
hospedeiro, viruléncia, crescimento e desenvolvimento do parasito “in vivo” e “in vitro”,
sensibilidade a drogas e antigenicidade (Thompson et al., 1993), alguns estudos foram feitos e
constataram que havia consideravel diversidade genética de diferentes isolados (Thompson et
al., 1990; Mayrhofer et al., 1995; Hopkins et al., 1997; Thompson, Hopkins, Homan, 2000,
Minetti, 2015).



Até o momento, demonstrou-se que existe um complexo de espécies agrupadas em
oito linhagens distintas (A, B, C, D, E, F, G e H) (Lasek-Nesselquist et al., 2010; Feng e
Xiao, 2011), que apresentam morfologia com poucas variacoes, e que no Género Giardia as
alteracdes genéticas podem conferir os diferentes perfis antigénicos e a especificidade de

hospedeiros, encontradas em cada uma delas (Monis et al., 2003).

Tabela 1 — Caracterizacdo molecular de diferentes linhagens e subtipos de Giardia lamblia,
capazes de infectar algumas espécies de animais.

Linhagens Algumas espécies comumente infectadas
Al Humanos e anir_nais (ggto, cachorro, bovinos, cervos, ratos almiscarados, castores,
ratazanas, cobaias, furdes).
A-l1 Humanos (mais comum que A-I)
A-lll e A-IV Exclusivamente animais
B Humanos e animais (bovinos, chinchilas, castores, saguis, roedores).
CeD Cachorros, coiotes
E Alpacas, bovinos, caprinos, suinos, ovinos
F Gatos
G Roedores
H Focas, gaivotas

Adaptado de: Centers for Disease Control and Prevention — CDC - Consulta em 19/03/2015.
<http://www.cdc.gov/parasites/Giardia/epi.htmI>

As linhagens A e B estdo associadas a infeccdo humana, embora também sejam
encontradas em varias outras espécies de mamiferos. Na infec¢cdo em humanos, a linhagem B

é a mais frequente (Cassio e Ryan, 2008; Franzeén et al., 2009; Feng e Xiao, 2011).

Alguns estudos, embora controversos, apontam que a linhagem B possa apresentar
sintomas mais graves que a A (Thompson e Monis, 2004; Caccio et al., 2005). Outros tém
relacionado sintomas mais graves a infeccdes pela linhagem A (Robertson et al., 2010). Além
disso, ambas as infeccGes pelas linhagens A e B tém sido relacionadas a diferentes graus de
infeccdo em individuos saudaveis (Hanevik et al., 2007). Um recente estudo realizado na
Inglaterra mostrou que a linhagem A estd mais presente nas infeccBes antigas e que a
linhagem B causa a maioria das infec¢bes (64% dos casos), sendo essas mais duradouras e
com frequentes quadros de nduseas e vomitos (Minetti, 2015). Com base nesses resultados e
considerando apenas 0 genoétipo do parasito, ndo se pode explicar as diferencas nos sintomas
ou grau de infeccdo em individuos saudaveis (Hanevik et al.,, 2007). Caracteristicas
relacionadas ao hospedeiro tambem estdo envolvidas na patogenia da doenca (Hanevik et al.,
2007; Cotton et al., 2011).



Os gendtipos de Giardia que ndo infectam humanos incluem as linhagens C e D que
sdo observadas em canideos, E em gado (animais de producdo), F em gatos, G em roedores, H
em focas e uma amostra de gaivotas (Caccio e Ryan, 2008; Lasek-Nesselquist et al., 2010).
Todavia, pelo menos alguns desses grupamentos geneticos podem ser transmitidos de animais

para seres humanos e vice-versa (Cotton et al., 2011).

Contudo, apenas o0s gendtipos A, B e E podem ser cultivados satisfatoriamente in vitro
(Lujén e Svard, 2011).

1.5 Formas evolutivas

A Giardia possui apenas duas formas evolutivas: cistos e trofozoitos (Figura 1).

Figura 1 — Esquema ilustrativo de trofozoito e cisto de Giardia sp.
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Adaptado de: Ankarklev et al., 2010. Cisto

Os trofozoitos sdo as formas ndo infectantes e responsaveis pelas manifestacdes
clinicas da giardiase. Com o corpo em formato de pera (ou piriforme) e simetria bilateral
(estruturas duplas e simétricas), apresenta achatamento dorso-ventral e sdo bastante
deformaveis. Medem de 6 a 8 um de largura, 12 a 15 um de comprimento e 1 a 2 um de
espessura (Neves et al., 2011). Seu formato € sustentado por um complexo citoesqueleto que
contém oito corpos basais, responsaveis por ancorar quatro pares de flagelos (anterior,
posterior, ventral e caudal), que emergem do corpo celular e sdo responsaveis pela motilidade

rapida e irregular do parasito (Rey, 2008). Encontram-se também os mitossomos centrais e
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periféricos que sdo estruturas similares as mitocondrias, bem como vesiculas periféricas,

similares aos vacuolos lisossdbmicos (Adam, 2001).

A nutricdo do parasito ocorre por pinocitose através da membrana nas faces ventral e
dorsal e o desenvolvimento é favorecido em pH 6,38 a 7,02. A reproducéo é assexuada por
divisdo binaria longitudinal (processo bastante complexo) e em laboratdrio séo cultivados em
meios HSP-1 e TPS-1 (Adam, 2001).

Os trofozoitos também apresentam um par de nucleos (com cariossoma central, mas
sem cromatina periférica) rodeados por envelopes nucleares que permanecem praticamente
intactos ao longo do ciclo celular (Solari et al., 2003), dois axonemas de flagelos e dois
corpos medianos formados por um conjunto irregular de microtibulos em forma de virgula.
Embora ja tenha sido proposto que os corpos medianos sejam importantes na nucleacdo do
parasito como reserva de microtibulos, e na biogénese do disco ventral (Piva e Benchimol,

2004), sua fungdo ainda € incerta.

Uma estrutura caracteristica do género - disco ventral, adesivo ou suctorial - ocupa
dois tercos da face ventral do trofozoito e possibilita a adesdo do parasito a diferentes estrutu-
ras, incluindo o epitélio intestinal do hospedeiro (Palm et al., 2005; Carranza e Lujan, 2010).
Essa estrutura esta ligada a membrana plasmaética por microfibrilas compostas por a e B-
tubulina, proteinas contréateis e proteinas do citoesqueleto denominadas giardinas (Elmendorf
et al., 2003; Palm et al., 2005).

Os cistos apresentam o formato ovoide, contendo em seu interior dois ou quatro
nucleos delimitados pela carioteca e ligados ao reticulo endoplasmatico, além de um ndmero
variavel de fibrilas (ou axonemas de flagelos) que originardo os flagelos. Apresentam ainda
fragmentos de disco e corpos escuros, em formato de virgula, representando os primérdios do
disco adesivo. Assim como nos trofozoitos, também estdo presentes vesiculas periféricas
similares aos vacuolos lisossomicos. A parede cistica € composta de uma camada exterior
protofilamentosa e uma camada interna membranosa, formada, principalmente, por
carboidratos (principalmente N-acetilgalactosamina) e trés proteinas diferentes (CWPL,
CWP2, CWP3), que lhe atribuem resisténcia e protecdo as mais variadas alteracbes de

temperatura, umidade e acdo de produtos quimicos (Aguilar-Diaz et al., 2011).

Tanto nos cistos quanto nos trofozoitos, estdo ausentes algumas organelas tipicas dos
eucariotos como mitocéndrias, peroxissomos e um complexo de golgi caracteristico, além de

alguns componentes necessarios para a fosforilagdo oxidativa (Gillin et al., 1996).



1.6 Infeccdo e ciclo bioldgico

A Giardia tem um ciclo de vida relativamente simples (Figura 2) que consiste em duas
diferentes fases estruturais e bioquimicas de desenvolvimento. O trofozoito (forma
vegetativa), que coloniza o intestino do hospedeiro, e o cisto (forma infectante) que €
resistente as variadas condi¢des ambientais (Adam, 2001; Carranza e Lujan, 2010; Ankarklev
etal., 2010).

Figura 2 — Giardia lamblia — Ciclo de vida.
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Adaptado de: Lopez-Romero et al., 2015.

Figura 2 — Ciclo de vida da Giardia lamblia. A rota de contaminagdo é fecal-oral. Infeccdo por Giardia comega com
ingestdo de alimentos e 4gua contaminados com cistos (1 e 2). A exposi¢do ao ambiente &cido do estdmago induz o processo
excistacdo da Giardia (3). Cada cisto produz quatro trofozoitos (4). Trofozoitos colonizam e se multiplicam no intestino
delgado e podem se aderir ao epitélio intestinal (5). Com o deslocamento dos trofozoitos para as por¢des finais do intestino
delgado, onde encontra um ambiente com baixos niveis de colesterol, rico em bile e ligeiramente alcalino, pode-se induzir o
inicio do processo de encistamento; os trofozoitos sintetizam proteinas especificas para o encistamento que sdo transportados
por vesiculas a superficie da célula para formar a parede do cisto (6). O disco adesivo é desmontado e ha uma replicacéo do
DNA para se obter uma célula contendo dois nicleos (4n cada um). Durante a fase tardia do encistamento, o nucleo se divide
novamente formando quatro ntcleos (2n cada um), e o DNA é duplicado mais uma vez para formar um cisto maduro com
quatro nlcleos e uma ploidia total de 16n (Ankarklev et al., 2010) (7). Cistos sdo libertados nas fezes completando o ciclo de
vida e tornando possivel infectar novos hospedeiros (8).

Dois aspectos sdo importantes no contexto epidemioldgico da doenga: a resisténcia
dos cistos no meio ambiente e a quantidade de cistos eliminados juntamente com as fezes

pelos pacientes. Entre 10 e 100 cistos séo suficientes para infectar o homem (Adam, 2001).

Os cistos ja formados séo irregularmente distribuidos tanto no bolo fecal quanto nas
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diferentes evacuagdes, em quantidades que variam de centenas de milhares a milhGes de
exemplares diariamente (Goyal et al., 2013), dependendo da carga parasitéria que acomete 0
paciente. Os cistos, desde que em condicdes favoraveis de temperatura e umidade, podem
permanecer viaveis no ambiente por até um ano, contaminando agua e alimentos. A infeccéo
se inicia com a ingestdo destes alimentos ou &gua contaminados com cistos (Ekdahl e
Andersson, 2005; Roxstrom-Lindquist et al., 2006; Sprong et al., 2009); é a chamada

contaminacéo indireta.

A transmissdo direta pessoa-pessoa (maos contaminadas e fomites) constitui outro
mecanismo de infeccdo que tem ganhado espaco particularmente em instituicdes coletivas
como creches e orfanatos, entre membros da mesma familia e entre homossexuais masculinos,
através do contato oral-anal (Ungar et al., 1984), podendo ser entendida, nesse contexto,
como uma doenca sexualmente transmissivel. Esse tipo de transmissdo esta intimamente

ligada as condi¢es sanitarias e de higiene pessoal inadequadas (Abe e Teramoto, 2012).

A infeccdo acontece com a ingestdo de cistos vidveis, por um hospedeiro susceptivel,

iniciando o ciclo da doenca.

No estbmago, os cistos tornam-se metabolicamente ativos, iniciando a excistacéo
(Adam, 2001), ou seja, saem do estado de dorméncia para iniciar a formagdo dos trofozoitos.
O meio acido estomacal funciona como sinalizador dessa mudanca (Lauwaet et al., 2007),
embora sejam pouco conhecidos 0os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo. No
duodeno, primeira porcdo do intestino delgado, as proteases pancreaticas (tripsina, quimio-
tripsina, entre outras) funcionam como estimulo final do rompimento cistico (Aguilar-Diaz et
al., 2011), surgindo assim uma forma transitoria entre o cisto e o trofozoito chamada excizoi-
to. Sua principal caracteristica é a auséncia do disco adesivo e seus quatro nucleos tetraploides
(Ankarklev et al., 2010). Sem que ocorra a replicacdo do material genético, o excizoito se
divide duas vezes, originando quatro trofozoitos contendo cada um dois nudcleos diploides
(Bernander et al., 2001). Essa amplificacdo celular explica, em parte, a baixa dose infectante
de Giardia (dez a 100 cistos (Farthing, 1997)) necessaria para o estabelecimento da infeccao.

1 cisto ===y 4 trofozoitos

Através de um processo bastante complexo, os trofozoitos se reproduzem assexuada-

mente por diviséo binaria longitudinal, colonizando rapidamente o intestino delgado.

A glicose é sua fonte primaria de energia e, em menor quantidade, aminoacidos e

colesterol do hospedeiro (Adam, 2001).
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Limitando sua presenca a luz intestinal, principalmente o duodeno e jejuno, uma vez
que os protozoarios do género Giardia ndo invadem os tecidos do hospedeiro®, nem tio pouco
a corrente sanguinea, la encontram um ambiente hostil devido a elevada concentracdo de
enzimas digestivas e biliares. O estabelecimento da doenca depende, em grande parte, da
capacidade do trofozoito em aderir ao epitélio intestinal. Por isso, o disco adesivo é uma
organela crucial nesse processo (Carranza e Lujan, 2010).

Aderidos aos enterocitos, colonizando o duodeno e o jejuno, os trofozoitos estdo em
um microambiente com pH préximo a neutro, devido a cobertura dos enterdcitos pelo muco
intestinal. Além de ser um mecanismo inato do sistema de defesa no controle da infeccdo (o
muco intestinal contém proteinas com atividade bactericida, como a lisozima e anticorpos
IgA), dificultando a adesdo dos trofozoitos a mucosa, 0 muco protege o epitélio intestinal da
acao de enzimas digestivas (Clayburgh et al., 2004; Turner, 2006), bem como minimiza a
degradacdo mecanica. Quando os trofozoitos estdo aderidos a mucosa, 0s movimentos

peristélticos sdo insuficientes para remové-los (Adam, 2001; Ankarklev et al., 2010).

Durante o processo infeccioso, devido a condi¢Ges desfavoraveis do microambiente
intestinal para o crescimento do parasito pelo processo natural de renovacdo do epitélio
intestinal que acontece a cada 3-5 dias, ou ainda para que evitem o aprisionamento pelo muco,
os trofozoitos se soltam da parede intestinal e buscam se aderir novamente em outro local,
mesmo que “lutando” contra os movimentos peristalticos. Quando ndo aderem novamente aos
enterdcitos, os trofozoitos estardo sujeitos a um ambiente ligeiramente alcalino, com baixos
niveis de colesterol e rico em bile, 0 que acaba por desencadear 0 processo de encistamento
(Lujén et al., 1998; Lauwaet et al., 2007). Nesse momento, ha a expressao de polipeptideos e
sintese de polissacarideos que originardo a parede cistica (Aguilar-Diaz et al., 2011). Ao
encistar, o trofozoito torna-se globoso, cada nuicleo se divide, formando quatro nucleos filhos
com cariossoma central. O disco adesivo e os flagelos sdo desmontados, tornam-se
intracitoplasmaticos, sendo armazenados dentro do parasito. Embora os trofozoitos também
sejam encontrados nos ductos biliares, ndo se tem muita certeza sobre o papel da bile? no
processo de encistamento (Adam, 2001; Lauwaet et al., 2007, Carranza e Lujan, 2010). Nao
se sabe se os estimulos de encistamento ocorrem dentro ou fora do cisto, mas se inicia no

baixo ileo, sendo o ceco o principal local de encistamento. Embora alteracGes do pH sejam de

! Embora o recente trabalho de Reynoso-Robles et al. (2015) tenha identificado trofozoitos de Giardia dentro do epitélio do intestino delgado
de um paciente intolerante a lactose e de 0s mesmos autores terem demonstrado a invaséo de trofozoitos na mucosa e sub-mucosa de Gerbils
infectados, até que novos estudos comprovem os achados, consideraremos o parasito como néo invasivo.

% A bile é constituida por &cidos e sais biliares, colesterol, fosfolipideos, etc.
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extrema relevancia nesse processo (Adam, 2001), alguns estudos usam da privacdo de
colesterol como suficientemente necessario para iniciar a diferenciagdo de trofozoitos em
cistos (Lujan et al., 1996).

Os cistos ja formados sdo eliminados pelo organismo juntamente com as fezes e sob
condic@es ideais de temperatura e umidade, permanecem viaveis no solo por cerca de até um
ano, contaminando &gua e alimentos. Se ingeridos, podem reiniciar o processo infeccioso

(Lopez-Romero et al., 2015).

1.7 Relacéo parasito-hospedeiro

Diferentes formas de associacao entre as espécies se estabeleceram durante o processo
evolutivo. Nessas inter-relacdes pode haver beneficio para as duas partes ou pode haver casos
em que uma colhe os beneficios desta associagdo, enquanto para a outra pode ou ndo haver
algum tipo de prejuizo. No primeiro caso enquadra-se a convivéncia “pacifica” e até necessa-
ria, com a microbiota intestinal humana, em que é mantido um equilibrio dindmico entre o
metabolismo do hospedeiro e os microrganismos ali presentes. Para esse equilibrio dindmico
é fundamental a acdo do sistema imune do hospedeiro sobre os microrganismos (MO), modu-
lando sua populacdo a niveis ndo prejudiciais, bem como sistemas de escape sofisticados que
0s MO utilizam para manterem a infeccdo e também as adaptac6es fisioldgicas que o hospe-
deiro naturalmente possui. No segundo caso estdo as contaminacdes parasitarias em que o
hospedeiro sofre diferentes graus de prejuizos fisioldgicos enquanto o parasito desenvolve seu
ciclo de vida.

Os vertebrados mantém relagcdes dos trés tipos acima. No entanto, o Ultimo tipo, ou
seja, aquela em que o hospedeiro sofre algum prejuizo fisiolégico € a que leva ao
desenvolvimento de doengas. A compreensao dessa complexidade de mecanismos é essencial

para que se estabeleca uma acgéo eficiente e eficaz para a eliminagéo dessas infecces.

Embora a resposta imune desenvolvida para controle das diferentes infeccdes
apresente certas particularidades, quer seja no sistema inato quer seja no sistema adaptativo,
em geral, também apresentam mecanismos comuns. O avanco na pesquisa com diferentes
patogenos tem contribuido para uma melhor compreensdo da resposta imune decorrente da
interacdo parasito-hospedeiro (Coelho-Castelo et al., 2009). Mas a complexidade dos ciclos
bioldgicos de alguns parasitos, e até mesmo o desconhecimento dos detalhes de algumas de

suas etapas metabolicas e mecanismos de evasdo do sistema imune, dificultam o
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desenvolvimento de novas drogas e vacinas efetivas como também condutas terapéuticas que
levem & eliminacdo do parasito ou, eventualmente, a retomada da convivéncia harmoniosa

entre as duas especies.

1.8 — Resposta imune nas infec¢Bes causadas por protozoarios

Para quase todas as infec¢es em geral, 0 nimero de individuos que apresentam as
doengas € bem inferior ao numero de individuos expostos a infeccdo. Isso indica que, na
maioria dos casos, 0s hospedeiros conseguem impedir o progresso da infeccdo (Janeway,
2001).

Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra a maioria de agentes
infectantes, ha evidéncias de que em muitas doencas infecciosas 0s principais aspectos
patoldgicos ndo estdo relacionados a uma acdo direta do agente agressor, mas sim com uma

resposta imune anormal, com consequente dano tecidual (Cooke et al., 2004).

Soma-se a isso o fato de que deficiéncias na imunidade inata ou adaptativa estdo
associadas ao aumento de susceptibilidade a infec¢bes (Janeway, 2001), ainda que, apds a
contaminacdo, a resposta imune seja fundamental no combate aos microrganismos, de modo a

impedir a ocorréncia de infecgdes.

O parasito pode ser eliminado de duas formas: 1- tdo logo entre em contado com o
sistema inato (Zambrano-Villa et al., 2002) ou 2- sendo impedido de progredir ou se

desenvolver devido a acdo da resposta adaptativa.

Nem todos os parasitos que sobrevivem a acdo do sistema imune levam a quadros
sintométicos no hospedeiro. Ou seja, na quase totalidade das doencas causadas por protozoa-
rios € muito comum que apenas uma parcela dos individuos infectados desenvolva a doenca
(Machado et al., 2004).

Os protozoarios possuem mecanismos de escape contra as agressdes mediadas pelo
sistema imune, podendo permanecer no hospedeiro por toda a vida, causando infeccoes
assintomaticas que perduram por longo tempo, sem causar doenca. Ha um equilibrio dinamico
nessa relacdo que pode ser quebrado por uma depressdo do sistema imune ou por uma
resposta exagerada contra o agente invasor, com inflamacdo tecidual. Deficiéncias
imunologicas, sejam da imunidade inata (disfuncGes de células fagociticas e deficiéncia do

sistema de complemento) ou da imunidade adaptativa (deficiéncia de producdo de anticorpos
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ou deficiéncia da funcdo de células T), associam-se ao aumento de susceptibilidade a
infeccOes e o estabelecimento de quadros sintométicos agudos ou crénicos (Janeway, 2001).

Esses fatos indicam que uma atuacdo equilibrada do sistema imunoldgico é muito
importante para a contencéo das infecgdes sem destruicdo tecidual, fazendo com que, embora

presente, o agente infectante ndo cause doenca (Machado et al., 2004).

Colecionam-se evidéncias de que em muitas doencas infecciosas os quadros clinicos
estdo mais relacionados com uma resposta imune anormal, sendo frequente uma reagdo de
hipersensibilidade com resposta imune exagerada e ndo modulada que causa dano tecidual e
que a acédo direta do agente agressor possui capacidade limitada de agredir o hospedeiro
(Machado et al., 2004). Em outros casos, agentes infecciosos, seja por mimetizar antigenos
préprios, por induzir proliferacdo de células auto-reativas ou por aumentar nas células
infectadas a expressdo de moléculas de MHC e moléculas coestimulatorias, podem

desencadear doencas autoimunes (Cooke et al., 2004).

1.9 — Resposta imune na infeccdo por Giardia

A infeccdo pela Giardia é autolimitada em mais de 85% dos casos, indicando a

existéncia de eficiente mecanismo de defesa do hospedeiro contra o parasito (Faubert, 2000).

O desenvolvimento de imunidade protetora na giardiase é sugerido a partir de
evidéncias, como: (1) natureza autolimitante da infeccdo; (2) menor suscetibilidade dos
individuos de areas endémicas a infeccdo quando comparados aos visitantes; (3) deteccdo de
anticorpos especificos anti-Giardia nos soros de individuos infectados; a producdo
inadequada de anticorpos parece ser a principal razdo dos quadros clinicos mais graves a que
sdo submetidos os imunodeprimidos (Eckmann, 2003); (4) participacdo de linfocitos na
modulacdo da resposta imune; (5) maior suscetibilidade de individuos imunocomprometidos,
0 que aumenta a intensidade e duracdo da infeccdo (Heyworth et al., 1987; Langford et al.,
2002; Olmez et al., 2014).

O interessante € que casos de giardiase cronica foram documentados mesmo em
individuos imunocompetentes (Eckmann, 2003), mostrando que a triade epidemioldgica das
infeccbes parasitarias, ¢ fundamental também na infeccdo pela Giardia. As relagdes entre
caracteristicas do parasito, do hospedeiro e do meio ambiente (incluindo o intestinal) sdo

determinantes no estabelecimento, duracéo e repercussoes clinicas da infecgéo.
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O sistema imune da mucosa intestinal é extremamente complexo. Ele pode reconhecer
e discriminar entre diferentes antigenos (alimentos, bactérias comensais e patogénicas) e
ainda, responder adequadamente a presenca de patdgenos, via resposta imune inata ou
adaptativa. Devido a caracteristica do parasito de ndo invadir o endotélio, pouca ou nenhuma
resposta inflamatéria sistémica ou local é observada®. De todo modo, importantes avancos
para o entendimento da resposta imune inata ou adaptativa contra a G. lamblia vém sendo
alcancados (Figura 3) (Eckmann, 2003; Muller e von Allmen, 2005; Roxstrom-Lindquist et
al., 2006; Solaymani-Mohammadi e Singer, 2010).

A imunidade em Giardia ocorre em dois principais momentos: uma fase inicial (duas
primeiras semanas ap0s infec¢do), independente de células B, seguida de uma fase
dependente de anticorpos (Eckmann, 2003; Li et al., 2004).

1.9.1 - Imunidade inata

A imunidade inata, embora inespecifica, € uma rapida primeira linha de defesa contra
a colonizacdo de patdgenos. Primariamente, a Giardia coloniza o duodeno e jejuno, ambos
com elevada concentracdo de enzimas digestivas e bile, tornando o ambiente hostil para o
desenvolvimento de microrganismos. Além disso, a descamacdo e renovacdo do endotélio,
bem como a constante e necessaria adesdo e “desadesdo” dos trofozoitos no endotélio para
evitar que sejam aprisionados pelo muco” ou eliminados pelos movimentos peristalticos®, faz

com que a taxa de infeccdo seja minimizada (Lopez-Romero et al., 2015).

A microbiota do intestino é um eficiente mecanismo de defesa do sistema inato, pois
interfere na patofisiologia da infeccdo e, também, no crescimento e colonizagdo da Giardia.
Bactérias comensais® possuem um efeito anti-Giardia por competico, toxicidade direta ou
modulacdo da resposta imune (Berrilli et al., 2012; Goyal e Shukla, 2013). Por consequéncia,
esses mecanismos reduzem a gravidade e duracdo da infeccdo, além de preservar a
integridade do epitélio intestinal (Shukla et al., 2012; Goyal et al., 2013). Assim, diferencas
na composicao da microbiota dos hospedeiros e das linhagens dos parasitos poderiam explicar

a variabilidade na susceptibilidade a infecgdo (Solaymani-Mohammadi e Singer, 2010).

* A interleucina IL-8 néo foi induzida (Jung et al., 1995), em contraste com o que é tipicamente observado em infecgdes intestinais que
causam inflamag&o. IL-8 é a citocina chave que induz inflamag&o durante infec¢Ges intestinais bacterianas (Maaser e Kagnoff , 2002), e seu
baixo nivel durante a infec¢do por Giardia explica, em parte, os baixos niveis de inflamagdo.
‘o muco, secretado por células caliciformes do intestino, protege as células epiteliais contra a agdo de enzimas digestivas, além de impedir
0 acesso de agentes patogénicos ao endotélio, incluindo a Giardia (Solaymani-Mohammadi e Singer 2010).

Promovem o peristaltismo: Ag¢éo do NO; degranulacéo dos mastdcitos, com liberacéo de citocinas pré-inflamatorias, tais como a I1L-6.
® Estimam-se concentragdes de 1x10* bactérias por ml do conteddo do intestino delgado (McFarland, 2000).
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Figura 3 — Mecanismos de defesa do hospedeiro contra a G. lamblia.
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Figura 3 - Mecanismos de defesa do hospedeiro contra a G. lamblia. Sistema imune inato e adaptativo agem em sincronia
para controlar a infeccéo pela Giardia. Mecanismos da imunidade inata sdo a primeira linha de defesa contra a colonizagéo
pela Giardia. A camada de muco na superficie intestinal e os movimentos peristalticos constituem barreiras mecanicas para a
fixacdo dos trofozoitos de Giardia (1). Peptideos antimicrobianos (AMP), sintetizados pelas células de paneth’ e outras
células, podem matar os trofozoitos (2). A microbiota do intestino possui um efeito anti Giardia por competicdo, 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 prd-inflamatorias, tais como a IL-6; a degranulagdo dos mastdcitos promove o
peristaltismo (4). Enterécitos e células do sistema imune (macrofagos) produzem oxido nitrico (NO), que tem um efeito
citostatico® em trofozoitos, inibem os processos de excistacéo e encistamento e contribui para o peristaltismo (5). As células
M® capturam por endocitose os antigenos do Iimen do intestino e os levam por transporte transepitelial para as placas de
Peyer (PP) para induzir a resposta imune (6). As células dendriticas (DC) desempenham o papel de "conector” entre a
imunidade inata e adaptativa. As células dendriticas estdo localizados na lamina prépria e nas PPs onde podem reconhecer
antigenos. As células dendriticas também podem expandir seus dendritos para o limen intestinal para capturar os antigenos
(7). As células dendriticas interiorizam e processam os antigenos de Giardia para posteriormente apresenta-los, através de
moléculas MHC de classe Il (MHC-II), as células T naive (Linfdcitos. T naive). As células T ativadas liberam uma gama de
citocinas que modulam a resposta anti Giardia (8). IL-6 libertada por mastécitos, células dendriticas ou células T sdo um
importante modulador da maturacdo das células B que induzem a diferenciacdo de anticorpo para produzirem IgA (9). As
células plasmaticas (ou plasmocitos) migram para lamina prdpria para liberarem IgA, o que pode inibir a Giardia de aderir
nas células epiteliais do intestino (10). Células Th17 e células T CD4" sdo ativadas durante a imunidade adaptativa precoce
contra Giardia e liberam citocinas, tais como IL-17, IL-21, IL-22, as quais desempenham um papel pré-inflamatorio (11).
Linfdcitos intraepiteliais (IEL) sdo principalmente células T CD8" e desempenham um papel no dano patoldgico do intestino
durante a giardiase (12). Lacunas importantes no conhecimento sobre a relagdo hospedeiro-Giardia: Qual o papel das células
Treg e Breg na regulagdo do processo inflamatério durante a infeccdo pela Giardia? Como trofozoitos de Giardia nédo
invadem a mucosa, como podem os antigenos parasitarios induzirem, de forma eficiente, resposta imune sistémica e local
(mucosa)? Como a infecgdo por Giardia rompe a barreira epitelial? Quais antigenos de Giardia podem induzir uma resposta
imune protetora? Pode a Giardia modular os antigenos que serdo apresentados as DC e macréfagos?

" Células de paneth sdo células do intestino delgado com fungéo antibacteriana, anti flngica e anti viral. Possuem granulos que contém
hidratos de carbono, proteinas e zinco radioativos. Vivem de 18 a 23 dias, enquanto as outras células do intestino vivem de 3 a 5 dias.

8 Efeito citostético: que evita a multiplicagio e crescimento de células.

° Células M, ou micropregas, carregam particulas estranhas (antigenos) até os macréfagos adjacentes. Estdo localizadas nas placas de Peyer
no final do intestino delgado (ileo).
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H& evidéncias de que o ¢xido nitrico (NO), produzido pelas células do epitélio
intestinal e por células do sistema imune (macrdfagos), contribua para eliminar os trofozoitos
de G. lamblia (Eckmann et al., 2000). Ele possui atividade citotoxica e imunomoduladora
(Eckmann, 2003; Midller e von Allmen, 2005). O interessante € que, sendo a arginina o
substrato precursor do NO, e o trofozoito ser capaz de absorver e metabolizar a arginina como
fonte de energia (Schofield et al., 1992) era de se esperar que houvesse uma competicéo entre
o0 trofozoito e o hospedeiro pela arginina (Eckmann et al., 2000). Esta competicdo poderia
interferir na nutricdo do hospedeiro, diminuindo a disponibilidade desse nutriente para ser
absorvido, o que acabaria por afetar a producdo do NO (Stadelmann et al., 2012; Stadelmann
et al., 2013). Todavia, 0 que se observa é que pacientes adultos infectados com Giardia apre-
sentam um aumento nos niveis de NO (Matowicka-Karna et al., 2011), enquanto pacientes
pediatricos infectados com Giardia apresentam uma reducao dos niveis de NO (Mokrzycka et
al., 2010). Devido ao efeito citostatico, 0 NO inibe 0s processos de excista¢do e encistamento.
Trofozoitos do gendtipo B e E sdo mais susceptiveis a agdo do NO que o genétipo A (Benere
et al., 2012), sugerindo que o NO é gendtipo dependente. Por fim, o incremento da oxido
nitrico sintase neuronal aumenta o transito e motilidade intestinal que juntos formam uma

importante barreira contra a colonizagédo pela Giardia (Andersen et al., 2006).
Células do sistema inato agem diretamente ou indiretamente contra a G. lamblia.

Apesar de ndo haver evidéncias de que a infiltracdo de PMN esteja associada com
giardiase, ja foi observado em ratos uma infiltracdo de neutréfilos na mucosa, como

consequéncia indireta da presenca do trofozoito (Chen et al., 2013).

Meeusen e Balic (2000) (in Jacobsen et al. (2012) associaram um quadro de
eosinofilia'® & exposicéo ao parasito.

Mastocitos liberam IL-6 que induzem a ativacdo e maturacdo das células B que
induzem a diferenciacdo de anticorpos para a producdo de IgA anti-Giardia (Li et al., 2004).

Além disso, agem juntamente com o NO induzindo o peristaltismo.

Células M, presentes no intestino, capturam por endocitose os antigenos do limen
intestinal e os levam, por transporte transepitelial (Blumberg et al., 1999), para as placas de

Peyer (foliculos linfoides formados fundamentalmente por células B) onde os apresentam

1% Eosinofilia ¢ uma quantidade anormalmente alta de eosinéfilos no sangue. Ndo é uma doenga, mas pode ser uma resposta a uma doenga.
Uma quantidade elevada de eosinéfilos no sangue habitualmente indica uma resposta apropriada perante a presenca de células anormais,
parasitos ou substancias que causam uma reacdo alérgica (alergenos). I1L-5 desempenha um papel central no desenvolvimento, ativacéo e
sobrevivéncia dos eosinéfilos (Rosenberg et al., 2013).
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para os macrofagos para induzir a resposta imune.

As células dendriticas (CD) estdo localizadas na lamina prépria e nas Placas de Peyer.
Aderidas ao endotélio, expandem seus dendritos para o lumen intestinal para reconhecer e
capturar os antigenos especificos de Giardia. Uma vez ativadas, as CD interiorizam e
processam 0s antigenos de Giardia, desfazem a conexdo com o endotélio e migram para 0s
6rgdos do sistema imune local e sisttmico para, entdo, apresenta-los, através de moléculas
MHC de classe Il (MHC-II) e correceptores, as células T naive com sua consequente ativacao.
As células T ativadas liberam uma gama de citocinas que modulam a resposta anti-Giardia.
As CD desempenham o papel de "conector" entre a imunidade inata e adaptativa (Lopez-
Romero et al., 2015).

Vrias citocinas! tém seus niveis aumentados, dentre elas TNF-q, IFN-y, IL-12, IL-5,
IL-4, 1L-2, IL-3, IL17, IL-22 e IL-23 (Lopez-Romero et al., 2015), sendo a IL-6" a que
apresenta as maiores taxas (Scheller et al., 2011). Animais deficientes em IL-6, IL-17 e TNF-
a tiveram diminuida sua capacidade de interromper a infecgdo por G. lamblia (Bienz et al.,
2003; Zhou et al., 2003; Zhou et al., 2007; Kamda et al., 2012). Kamda et al. (2012)
identificaram células dendriticas (originadas na medula 6ssea) como fonte de IL-6 que

promove a eliminagéo da infecg¢do por G. lamblia em ratos.

Em trabalho experimental com ratos, Singer e Nash (2000a) sugerem que os linfocitos
T podem contribuir diretamente (ou seja, mesmo na auséncia de anticorpos) para a eliminacao
da infeccdo causada pela cepa GS/M Clone H7 (ATCC 50581).

IFN-y e IL-4 s&o as principais citocinas produzidas durante as respostas Thl e Th2,
respectivamente. No entanto, animais de experimentacdo deficientes em IFN-y e IL-4
eliminaram a Giardia normalmente, sugerindo que nenhuma das respostas, Thl ou Th2, séo

absolutamente necessarias para a eliminacéo do parasito (Singer e Nash, 2000b).

1.9.2 - Imunidade adaptativa

Se 0s mecanismos da resposta inata ndo forem eficientes para eliminar a Giardia, ela

11 < . . . - - - . x

Na atuacdo do sistema imune contra corpos estranhos (virus, bactérias, fungos, protozodrios, entre outros), dois diferentes mecanismos séo
utilizados. O primeiro é o sistema inato que atua de forma indiscriminada, fagocitando as particulas e organismos estranhos. A segunda é
uma resposta imune especializada, adaptativa ou adquirida, sob a acdo de citocians. Citocinas séo glicoproteinas sintetizadas - e liberadas
apenas durante a resposta imune - por macréfagos, mastécitos, linfocitos, células dendriticas, entre outras células do sistema de defesa, que
induzem os linfécitos B a produzirem anticorpos que irdo neutralizar antigenos. As interleucinas (IL) estdo entre os principais tipos de
citocinas, podendo agir como mediadores e reguladores da imunidade inata (IL-1, IL-6, IL-12, IL-16, TNF-a, IFN-a, INF-B) ou como
mediadores e reguladores da imunidade adaptativa (IL-2, IL-4, TGF-B, INF-y).

12 . - . - . . . .
IL-6 é uma citocina pro-inflamtdria que promove uma resposta celular inata, induzindo células B a formarem IgA.
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continua aumentando sua populacdo, expressando e liberando antigenos, o que acaba por
desencadear uma resposta imune adaptativa (Janeway et al., 2008).

Hospedeiros imunocompetentes, tanto humanos quanto modelos experimentais, levam
3-5 semanas pds-infeccdo para eliminar os parasitos, correspondendo ao estabelecimento da
imunidade humoral (Singer e Nash, 2000a; Langford et al., 2002; Eckmann, 2003; Velazquez
et al., 2005), ficando refratarios a infeccbes posteriores ou pelo menos com significativa

reducao dos danos no epitélio (Solaymani-Mohammadi e Singer, 2010).

Hospedeiros humanos e ndo humanos produzem anticorpos séricos (IgG, IgM e IgA
anti-Giardia) e intestinais (IgA anti- Giardia) contra os trofozoitos presentes no intestino.
Neste Gltimo caso, a IgA diminui a capacidade de adesdo dos trofozoitos a superficie das
células do epitélio intestinal (Smith et al., 1981; Heyworth e Vergara, 1994; Hernandez-
Sanchez et al., 2008), agindo especificamente nas d-giardinas (proteinas presentes no disco
adesivo), o que é seguido por um aumento do peristaltismo intestinal, levando a expulsdo

destes organismos.

Além dos anticorpos circulantes, o0 aumento da frequéncia de giardiase em individuos
com alteracdes na imunidade humoral, particularmente nas deficiéncias de IgA e 1gG, sugere

que estas imunoglobulinas participem da eliminacdo de Giardia (Bagai et al., 1996).

O desenvolvimento de resposta imune para o controle da infec¢do por Giardia pode
estar associado ao reconhecimento de antigenos relevantes do parasito (Faubert, 2000).

A resposta adaptativa contra 0s protozodarios ocorre ap0s a apresentacdo de antigenos
por macrofagos e células dendriticas, via MHC classe Il para as células T (Lopez-Romero et
al., 2015).

Os macréfagos sdo células importantes na defesa contra protozoarios e bactérias
intracelulares. A resposta mediada pelas células T é extremamente efetiva no mecanismo de
defesa contra os protozoarios. As células T podem exercer sua funcdo através da citotoxicida-
de mediada por células TCD8" ou através da secre¢do de citocinas que v&o ativar macrofagos
para destruir os agentes intracelulares. A populagdo de células TCD4" (T helper) é heterogé-
nea, sendo constituida de duas subpopulacgdes: as células Thl e Th2 (Mosmann e Coffman,
1989). E fundamental o entendimento de que tanto a resposta Th1 como a resposta Th2 sdo
importantes na defesa do hospedeiro contra as infecgdes. A resposta Thl esta relacionada com
a defesa contra protozoarios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é mais

efetiva contra os helmintos e Th17 contra bactérias extracelulares. Essas respostas sdo
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também antag6nicas, desde que o IFN-y modula negativamente a resposta Th2, e a IL-4 e a
IL-10 modulam negativamente a resposta Thl, o que permite uma homeostasia no sistema
imune e uma resposta imunoldgica balanceada. Adicionalmente, as células regulatorias da
resposta imune que expressam as moléculas CD4 e CD25 (Tr) e produzem IL-10 e/ou TGF-
(Trl ou Th3) estdo envolvidas em modular a resposta imune, impedindo ou diminuindo as
conseqiiéncias das reacgoes de hipersensibilidade e das doencas autoimunes (Mills e McGuirk,
2004).

Embora nas infeccbes causadas por agentes intracelulares, uma resposta imune
desviada para o polo Th2 seja maléfica, porque aumenta a susceptibilidade as infec¢des e
permite a multiplicacdo e disseminagéo do parasito, 0 conceito de que uma potente resposta
Th1 seja protetora deve ser visto com reserva (Machado et al., 2004). Em vérias doencas
causadas por protozoarios, existem evidéncias de que a resposta imune exacerbada esta
envolvida no dano tecidual: na amebiase é dependente da acéo de neutréfilos (Ventura-Juarez
et al., 2003); na doenca de Chagas é mediado por células CD4" e CD8" (Gomes et al., 2003);
uma macica producdo de TNF-o e NO ¢é documentada na patogenia da malaria cerebral
(Artavanis-Tsakonas et al., 2003).

Sendo assim, a avaliacdo de uma resposta imune contra uma doenga infecciosa tem

que ser medida sempre em relagéo ao tipo de agente agressor.

1.10 Patogenia

Nem todos os aspectos dos mecanismos etiopatogénicos na giardiase foram elucidados
ou bem demonstrados (Cotton et al., 2011), mas varios estudos apontam que fatores
relacionados ao parasito (cepa, carga infectante) e ao hospedeiro (dieta, associacdo a
microbiota intestinal, pH do suco gastrico, concentracdo de sais biliares, resposta imune,
estado nutricional e coinfec¢do) participem diretamente da patogénese da giardiase (Farthing,
1997; Faubert, 2000; Singer e Nash, 2000b). Sendo assim, as rela¢Oes estabelecidas entre
parasito e hospedeiro sdo determinantes para a manifestacdo da doenca. As cepas de Giardia
possuem diferentes constituicGes genéticas que podem estar relacionadas & capacidade de

produzir, ou ndo, as diferentes altera¢cbes morfoldgicas do intestino (Tako et al., 2013).

Ao perdurar as condi¢cbes favoraveis relacionadas ao hospedeiro e ao parasito, que
beneficiam o desenvolvimento e a reproducdo da Giardia, a populagcdo do parasito tende a
crescer (Hollm-Delgado et al., 2008; Haque et al., 2009; Ward, 2009; Siwila et al., 2010).
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O fato de ndo haver invasdo tissular (epitélio intestinal ou tecidos circundantes) ou na
corrente sanguinea pelos trofozoitos ou ainda, qualquer infiltracdo evidente de células
inflamatdrias (com exce¢do de um pequeno aumento dos linfocitos intraepiteliais), ndo exime
0 parasito de determinar alteracbes morfologicas e fisioldgicas. Ma absorcao intestinal e
diarreia, sintomas frequentemente presentes na giardiase, causados pelas anormalidades
epiteliais, sdo muito semelhantes a outras doencas entéricas como a enterite bacteriana,

doenca de Crohn, doenca celiaca, entre outras (Rubin et al., 1996; Buret et al., 1998).

Alguns estudos relacionam a infeccdo pela Giardia a distarbios crénicos do
funcionamento gastrointestinal, incluindo a sindrome do intestino irritavel (SlIl), e a
patologias extraintestinais, mesmo que os parasitos sejam encontrados apenas no interior do
trato gastrointestinal (Morken et al., 2009; Robertson et al., 2010).

Uma hipdtese inicial sobre a patogénese sugeria que o parasito devia interferir na
dindmica intestinal, funcionando como uma barreira mecénica a absor¢do de nutrientes
(Farthing, 1997). Isso é improvavel, porque o tamanho do parasito (12x5 pm), a dose
infecciosa (dez a 100 cistos) e o tempo de crescimento sugerem que a area de colonizagéao
ap6s 6 a 10 dias é extremamente pequena (+0,1651m?) em comparacdo com a superficie
intestinal (250m?) (Guyton e Hall, 2006).

De todo modo, mesmo com a eliminacdo intermitente de cistos, a colonizacdo do
intestino pelos trofozoitos aumenta a ponto de alterar a arquitetura da mucosa intestinal, o que
pode estar relacionado aos casos sintomaticos. A atrofia das microvilosidades e das criptas de
Lieberkiihn afetam a atividade de enzimas digestivas, tais como lipases, proteases e
dissacaridases (Scott et al., 2000; Scott et al., 2004) podendo interagir com outros mecanis-
mos patoldgicos, determinando os diferentes quadros clinicos decorrentes da infestacdo pela
Giardia. Todavia, ndo se pode afirmar que o encurtamento das microvilosidades e os quadros
inflamatdrios estejam obrigatoriamente relacionados aos sintomas e posterior eliminacdo do
parasito (Nash et al., 1987).

Por meio do disco adesivo (ou ventral), os trofozoitos aderem fortemente na superficie
epitelial ndo alterando, na maioria dos casos, a conformacdo das vilosidades. Em alguns casos
inespecificos, a adesdo do trofozoito nas vilosidades intestinais provoca alteragdes que véo
desde o achatamento até a atrofia das microvilosidades (Ventura et al., 2013). Diversas
moléculas de superficie estdo envolvidas e parecem ser determinantes nesta interagdo, com

destaque para as giardinas alfa, beta, delta e gama, bem como uma complexa rede de
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proteinas contrateis (Peattie et al., 1989; Peattie, 1990; Nohria et al., 1992; Jenkins et al.,
2009; Jimenez-Cardoso et al., 2009). As implicagdes dessas moléculas na patogénese e/ou
imunidade permanecem desconhecidas. De todo modo, é a partir desta adesdo que séo
desencadeados uma serie de eventos patofisioldégicos que culminam nos diversos quadros
clinicos (Cotton et al., 2011). Nestes eventos incluem-se elevadas taxas de apoptose de
enterocitos, disfungdo da barreira intestinal, ativagdo de linfocitos, encurtamento das
microvilosidades, deficiéncia de dissacaridases, ma absorcéo intestinal, hipersecrecdo de ions

e aumento do transito intestinal (Cotton et al., 2011).

Experimentos “in vitro” indicaram que G. lamblia reorganiza o citoesqueleto de F-
actina e a-actina em ceélulas duodenais humanas e que isso reduz a resisténcia elétrica
transepitelial, com aumento da permeabilidade intestinal (Teoh et al., 2000; Scott et al.,
2002). Além disso, a coincubagéo “in vitro” induziu apoptose e ruptura das “tight junctions”
em monocamadas de células intestinais humanas (Chin et al., 2002; Scott et al., 2002),
embora a observacdo clinica de humanos nao confirme a ruptura das “tight junctions” (De
Magistris et al., 2003).

Alguns dados clinicos mostram que a giardiase humana esta relacionada a diminuicéao
das fungdes digestivas e de absorcdo de glucose, sddio e adgua pelas células intestinais e
reducdo da atividade das dissacaridases devido a reducdo da superficie de absorcdo epitelial
(Farthing, 1997; Faubert, 2000; Buret et al., 2002; Mdeller e Von Allmen, 2005; Gascon,
2006). As conclusdes de Troeger et al. (2007) mostraram pela primeira vez que, além da ma
absorcéo, giardiase crénica em humanos pode causar hipersecrecdo de cloreto. A combinacgéo
de mé absorcéo e secrecdo de eletrolitos parece ser responsavel pelo acimulo de liquido no
limen intestinal durante a infeccdo. Todavia, 0S mecanismos responsaveis por essas

anormalidades epiteliais permanecem pouco compreendidos (Buret, 2007).

Alguns autores relacionam a contaminacdo pela Giardia & hipogamaglobulinemia®® e
deficiéncia de IgA anti-Giardia que é induzida na mucosa intestinal. Os anticorpos IgA
reconheceriam proteinas presentes no disco adesivo dos trofozoitos, dificultando a adesdo do
parasito no epitélio intestinal. A participacdo ativa de IgA anti-Giardia poderia garantir um
microambiente propicio para a cura da doenca ou pelo menos manter uma baixa carga
parasitaria. Talvez esta situacdo seja a responsavel pelos casos de o parasitismo permanecer

assintomatico, com cura espontadnea ou, ainda, a cronificagdo da infeccdo no caso de

(=ICV imunodeficiéncia comum variavel; alteracdo da imunidade caracterizada por baixos niveis séricos de anticorpos 1gG, IgM e IgA).
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deficiéncia de IgA (Li et al., 2004).

Além das imunoglobulinas, a participagdo de mecanismos T dependentes e de celulas
como mondcitos, macréfagos e granuldcitos na destruicdo dos trofozoitos também tém
recebido atencdo dos pesquisadores. A deplecdo de Lif T CD4" promove a persisténcia da
infeccdo (Scott et al., 2004) e aumento de cistos nas fezes, enquanto agressdes nas
microvilosidades e deficiéncias das dissacaridases parecem ser mediadas pelas células T
CD8" (Faubert, 2000; Eckmann, 2003; Scott et al., 2004). Animais com as funcdes dos
linfécitos T comprometidas ndo apresentam alteragdes nas microvilosidades nem tdo pouco
sdo capazes de eliminar os parasitos (Scott et al., 2000; Faubert, 2000; Eckmann, 2003)
indicando que apenas a adesdo dos trofozoitos ou sua viruléncia ndo sdo suficientes para
causar o0 mau funcionamento intestinal. Ha evidéncias de que os mastdcitos também atuem no
controle da infeccdo, modulando a resposta imune especifica. Apenas 0s animais capazes de

desenvolver uma resposta linfoproliferativa evoluem para a cura (Meeusen e Balic, 2000).

Por outro lado, tem sido constatado, tanto em infecgdes humanas quanto em animais
de experimentacdo, um aumento de linfécitos intraepiteliais, (devido ao reconhecimento de
antigenos liberados pelos trofozoitos) antes mesmo que alteragfes na mucosa intestinal sejam
detectadas, e que essa taxa de infiltracdo linfocitaria estaria positivamente relacionada ao grau
de ma absorcdo intestinal. Os linfocitos T provocariam uma retracdo das microvilosidades
levando ao quadro de deficiéncia de dissacaridases e ma absor¢do associadas aos quadros de
diarreia (Buret et al., 2002; Mueller e von Allmen, 2005; Gascon, 2006).

Outro possivel fator agressivo para a mucosa intestinal seriam substancias secretadas
ou excretadas pelo parasito que poderiam atuar como toxinas que degradam as
microvilosidades (Buret et al., 2002; Scott et al., 2002).

Uma explicacdo para os casos de esteatorréia é o acimulo de gordura na luz intestinal
devido a uma cadeia de eventos: parasitismo intestinal, baixa efetividade imunoldgica, alta
carga parasitaria, atapetamento da mucosa intestinal, degradacdo da superficie absortiva do
intestino, diarreia persistente (\Voltarelli e Donadi, 2008). Outras hipdteses que explicam a
interferéncia na absorcdo de gorduras na mucosa intestinal sdo que a irritagcdo superficial da
mucosa poderia causar uma perturbacdo funcional do aparelho digestivo, acelerando o
transito, e que fendmenos alérgicos ou hipersensibilidade induzida pelo parasito poderiam

fornecer outra explicacdo (Voltarelli e Donadi, 2008).
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1.11 Sinais e sintomas

Uma caracteristica marcante na giardiase é a apresentacdo irregular dos sintomas
clinicos. Varios fatores tém sido propostos para explicar a variabilidade da doenga, tais como
a integridade do sistema imunitario, idade e estado nutricional do hospedeiro, linhagem ou
genotipo do parasito, carga parasitaria e, possivelmente, coinfec¢@es (Farthing, 1997; Faubert,
2000; Singer e Nash, 2000b).

Na maioria dos casos a giardiase € uma doenca assintomatica, ocorrendo

principalmente em criancas.

Os pacientes sintomaticos exibem os primeiros sintomas de seis a 15 dias ap6s a
infecgdo. A duracdo media da doenga é de seis semanas, variando de uma a 30 semanas. Na
fase aguda, duram de dois a quatro dias; em infec¢cdes crénicas podem durar varias semanas
(Nash et al., 1987; Flanagan, 1992; Farthing, 1997).

O sinto mais observado € a diarreia, em diferentes intensidades. Pode variar entre
quadros de enterite branda ou aguda e autolimitante, até quadros de diarreia cronica,
persistente e debilitante com esteatorréia, dor abdominal, inchaco, méa absorcdo de nutrientes e
perda de peso (Meyer e Radulescu, 1979; Ungar et al., 1984; Goldin et al., 1990).

A ma-absorcdo, por sua vez, é uma causa frequente de anemia ferropriva®®, devido a
absorcdo insuficiente de ferro e das perdas hematicas (Fauci et al., 2008). No caso das
criangas, que estdo em fase de crescimento e, portanto, possuem uma alta demanda fisiolégica
por ferro, o aporte insuficiente deste ion aumenta muito o risco de apresentarem este tipo de

anemia (al Agha e Teodorescu, 2000).

Nos quadros mais graves, 0s pacientes ndao respondem ao tratamento especifico,
mesmo 0s imunocompetentes (Farthin, 1992). Os sintomas mais frequentes sdo: evacuagoes
liquidas ou pastosas, nimero aumentado de evacuacgdes, mal-estar, colicas abdominais e perda
de peso. Os menos frequentes sdo perda de apetite, nauseas, vomitos, flatuléncia, distensao
abdominal, febricula, cefaleia e nervosismo. Outras complicagdes importantes causadas pela
giardiase estdo associadas a ma absorcdo de gorduras e nutrientes, como vitaminas
lipossoluveis (ADEK), vitamina B12, ferro, D-xilose, lactose, glicose e acido félico. Essas
deficiéncias nutricionais raramente produzem danos sérios nos adultos, contudo em criangas

podem ter efeitos graves e comprometer o seu desenvolvimento fisico e cognitivo.

14 - . - ~ 2 ;. ; o .. .
Neste tipo de anemia a ingestéo de ferro estd menor que 0 minimo necessario para as atividades do organismo.
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Infelizmente, € nessa faixa etaria que as influéncias exercidas pelas parasitoses tornam-se
mais acentuadas (Cardoso et al., 1995; Berkman, 2003; Simsek et al., 2004; Koruk et al.,
2010; Ajjampur et al., 2011; Buret, 2015).

O impacto clinico parece ser maior durante os trés primeiros anos de vida e em
individuos subnutridos ou imunodeficientes (Farthing, 1989). Frequentemente, a G. lamblia
tem sido apontada como causa de disturbio de crescimento entre as criancas (Goldin et al.,
1990), sendo a presenca e a frequéncia da diarreia, duracdo da infeccdo e oportunidade de re-
infeccdo fatores essenciais no depauperamento fisico e mental dessas criangas (Thompson et

al., 1993), diretamente relacionado a reducéo da absorgdo intestinal.

1.12 Metabolismo da Giardia lamblia
A forma cistica tem uma taxa metabdlica de 10 a 20 % do observado nos trofozoitos.

Ao contrario de outros eucariotos, que primariamente metabolizam carboidratos
aerobicamente, Giardia spp. (assim como Trichomonas spp. e Entamoeba spp.) séo
organismos caracterizados pela auséncia de mitocondrias e, portanto, dependem da
fosforilacdo oxidativa mediada por citocromos (Adam, 2001) para a producdo de energia. Eles
podem realizar o metabolismo aer6bico ou anaerdbico, dependendo da concentracdo de
oxigénio do ambiente, embora sejam predominantemente fermentativos (mesmo na presenca
de O,), e da taxa de glicose presente no meio. O nivel de fosforilacdo do substrato modula a
glicolise e a geracdo de ATP (adenosina trifosfato). A conversdo do piruvato a acetil-
coenzima A ¢é catalisada pela enzima piruvato ferredoxina oxiredutase (Townson et al., 1996),
que utiliza a ferredoxina e NAD" (nicotidamina adenina dinucleotideo) como aceptor de
elétrons, em substituicdo ao complexo piruvato desidrogenase (presente nos organismos
aerobicos). O complexo enzimatico piruvato ferredoxina oriredutase (PFOR) e a proteina
ferredoxina sdo primordiais para a producdo de energia em microorganismos anaerébicos. A
glicose ndo é totalmente oxidada formando acetato, alanina, etanol e CO,. O balanco final dos
produtos é dependente da tensdo de O, e da concentracao de glicose no meio (Adam, 2001).

Em condigdes estritamente anaerobicas, 0 metabolismo da glicose é predominante e a
alanina é o principal produto do metabolismo de carboidrato (Edwards et al., 1989; Paget et
al., 1990; Paget et al., 1993). Porém, na adicdo de uma quantidade minima de O,
(concentracbes abaixo de 0,25 pM), a producdo de etanol é estimulada e a producdo de

alanina é inibida (Paget et al., 1993). Aumentando-se a concentragdo de O,, tanto a producao
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de alanina quanto a producdo de etanol serdo inibidas. Para concentraces de O, acima de
0,46 pM, a producdo de alanina é completamente inibida, sendo acetato e CO, os produtos
predominantes do metabolismo energético.

Assim como os carboidratos, 0s aminoacidos sdo importantes componentes no
metabolismo energético da Giardia. Apenas alanina e valina sdo sintetizadas pelos
trofozoitos. Todos os outros aminoacidos sdo absorvidos do hospedeiro. O uso de aspartato,
alanina e arginina de meios extracelulares, bem como o metabolismo glicose-independente,
comprovam a importancia dos aminoacidos na producéo de energia desse parasito (Schofield
et al., 1990; Mendis et al., 1992).

G. lamblia, como outros protozoarios patogénicos, depende do armazenamento de
purina e pirimidina, principalmente por ndo possuirem vias de sintese para essas bases
nitrogenadas. Além disso, a sintese de DNA (&cido desoxiribonucléico) nesses organismos,
depende de desoxinucleotideos exdgenos, ja que trofozoitos de G. lamblia sdo deficientes na
enzima ribonucleotideo redutase (Baum et al., 1989).

1.13 — Tratamento

Diversos farmacos podem ser utilizados para tratar a infec¢do por Giardia, sendo que
para 0s casos humanos a opcdo de escolha € quase exclusivamente os nitroimidazois. Estes
compostos tém grande uso clinico por causa de sua alta seletividade para anaerébios e baixa

toxicidade para aerobios.

Na classe dos nitroimidazdis, utilizados como quimioterapicos para o tratamento da
infeccdo por G. lamblia, inclui-se o metronidazol, tinidazol, ornidazol, e secnidazol (Busatti
et al, 2009; The Medical Letter; 2010). Alternativas para estes medicamentos incluem

paromomicina®®, quinacrina'®, e furazolidona'’ (Busatti et al., 2009).

Lancado na Franca em 1960, o medicamento de marca Flagyl®, cujo principio ativo é
0 metronidazol, é um agente microbicida de amplo espectro e com atividade contra bactérias
anaerdbicas e protozoarios. O metronidazol é rapido e completamente absorvido apés a

administracdo oral, penetrando nos tecidos e secrec¢Bes corporais. E ativado metabolicamente,

> Antibitico oligossacarideo produzido por varios STREPTOMICES. Fonte: Biblioteca virtual em sadde.

6 | . - . . - S . )

Derivado da acridina, anteriormente muito utilizado como antimalarico, mas superado pela cloroquina em anos recentes. Também tem
sido utilizado como anti-helmintico e no tratamento da giardiase e efusfes malignas. E usado em experimentos de biologia celular como
inibidor da fosfolipase A2. Fonte: Biblioteca virtual em sadde.

17 . . - - - . . . s . .
Derivado do nitrofurano e com atividade antiprotozoéria e antibacteriana. Afurazolidona atua por inibic&o gradual de monoamino oxidase.
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ou seja, reduzido, liga-se covalentemente & molécula de DNA do parasito, promovendo a
perda da estrutura helicoidal e desestabilizacdo molecular do DNA, com subsequente morte
do trofozoito. Sua metabolizacédo € preferencialmente no figado e excrecéo pela urina (Lau et
al., 1992; Tracy e Webster, 1996).

Entretanto, devido ao fato de existirem diferentes linhagens, isoladas de diferentes
hospedeiros humanos, de diferentes localidades do mundo, era de esperar que a resposta ao
tratamento também fosse diferente. A sensibilidade dos parasitos ao farmaco variava da cura
até um significativo numero de casos refratarios. Apesar disso, hoje, 0 metronidazol é a droga
mais utilizada no tratamento da giardiase em todo o mundo, inclusive nos EUA (Gardner e
Hill, 2001; Busatti et al., 2009).

Além dos nitroimidazolicos, encontram-se também disponiveis para o tratamento da
giardiase os benzimidazélicos e nitrofuranos. Porém, estes grupos de medicamentos nem

sempre séo efetivos contra os parasitos (Gardner e Hill, 2001; Busatti et al., 2009).

1.14 Modelo experimental

A compreensdo de fenbmenos naturais € facilitada pela utilizacdo de modelos animais
que devem, obrigatoriamente, permitir a avaliacdo de fendmenos bioldgicos naturais,
induzidos ou comportamentais, que possam ser comparados aos fenémenos humanos que
estdo sendo estudados (Ferreira et al., 2003). Ou seja, 0 modelo experimental deve ser,
funcionalmente, o mais semelhante possivel ao que se objetiva estudar (Hochman et al.,
2004).

Existem diversos modelos experimentais descritos cuja escolha repercute na validade
dos resultados alcancados, bem como as condi¢gdes de manejo da espécie utilizada. Além
disso, quanto maior a uniformidade dos animais em relacdo as variaveis ambientais, genéticas
e experimentais, menor sera a quantidade amostral minima de animais necessarios para a
pesquisa ser realizada. Assim, 0s animais utilizados em experimentagdo podem ser
classificados quanto ao “status” ou condicdo sanitaria, genotipica e como modelo

experimental (Ferreira et al., 2005).

Dentre os modelos experimentais propostos para estudar o desenvolvimento e a
patogenia da infeccdo por G. lamblia, os gerbils (M. unguiculatus) permitem obter bons
resultados devido ao seu tamanho, facilidade de manipulacéo, susceptibilidade a inoculacéo e,
principalmente, devido a semelhanca entre o padrdo da giardiase nesses animais e em
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humanos (Visvesvara et al., 1988).

Varios outros estudos vém utilizando o gerbil como modelo experimental para tratar
de diferentes temas que possam contribuir para o entendimento da patofisiologia das
infeccdes por Giardia, tratamento e estudo de novas drogas (Leitch et al., 1993; Farthing,
1997; Venkatesan et al., 1997; Hardin et al., 1997; Faubert, 2000; Scott et al., 2000; Scott et
al., 2004; Humen et al., 2005; Rivero et al., 2010; Gomes et al., 2012; Ventura et al., 2013,;
Busatti et al., 2013; Tejman-Yarden et al., 2013; Quihui-Cota et al., 2014). Desse modo, nos

sentimos confortaveis em empregar o gerbil como modelo experimental em nosso estudo.
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2. JUSTIFICATIVA
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A Giardia lamblia é um protozoario negligenciado que aparentemente tem um ciclo de
vida simples, ndo invade tecido e responde relativamente bem ao tratamento. Apesar disso,
produz anualmente milhdes de casos sintomaticos (280 milhdes de pessoas apresentam a
doenca sintomética, com cerca de 500.000 novos casos relatados a cada ano. Atinge
importante parcela da populacdo pobre de paises subdesenvolvidos. A doenca crbnica causa
sindrome de ma absorcdo intestinal, que em criancas desnutridas contribui de forma
substancial para o atraso no crescimento fisico e desenvolvimento psicomotor. Nesses paises,
a giardiase deve ser analisada com especial cuidado, tendo em vista que pesquisas indicam
que o nicel de desenvolvimento econdémico-social de diferentes regides do mundo parece estar
relacionado a ocorréncia ou ndo dos quadros sintomaticos e, também, por ser considerada
uma infeccdo reemergente, incluida em 2004 na Iniciativa de Doencas Negligenciadas pela
Organizacdo Mundial da Saude.

Pouco se conhece sobre a fisiopatologia da doenca e os dados disponiveis na literatura
s80 muitas vezes controversos. Para o estudo das possiveis alteracbes no metabolismo
humano, devido a infeccdo pela Giardia spp., utilizamos o recurso do modelo experimental
animal. A utilizacdo de modelos animais € uma importante alternativa para o estudo dos
mecanismos envolvidos nas condi¢fes patolégicas, bem como para o desenvolvimento de
estratégias clinicas que possam minimizar os sinais e sintomas, possibilitando, ainda, um
direcionamento para novas estratégias de intervencao terapéutica.

Dentre os modelos experimentais propostos para estudar o desenvolvimento da
Giardia e a patogenia da infeccdo, os gerbils (M. unguiculatus) permitem obter bons
resultados devido ao tamanho, facilidade de manipulacdo, susceptibilidade a inoculacéo e,
principalmente, devido a semelhanca entre o padrdo da giardiase nesses animais e em
humanos.

Nesse contexto, decidiu-se avaliar o perfil bioquimico, hematolédgico e imunolégico de
gerbils infectados com G. lamblia buscando evidenciar alteracbes metabdlicas relacionadas ao
desenvolvimento da doenga. O reconhecimento das disfungdes produzidas pela G. lamblia
podera fornecer subsidios para o desenvolvimento de estratégias para eliminacdo do parasito e

também para o tratamento dos efeitos produzidos por ele.
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3. OBJETIVOS
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3.1

3.2

Objetivo geral

Avaliar as alteracBes bioquimicas, hematologicas e imunoldgicas produzidas pela

giardiase em gerbils (M. unguiculatus) experimentalmente infectados.

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da infecgdo por Giardia lamblia sobre os niveis séricos de glicemia,
insulina, proteinas totais, albumina, célcio, transaminase glutdmica oxalacética (TGO ou
AST), transaminase glutamica piravica (TGP ou ALT), fosfatase alcalina, colesterol total,
triglicérides, cortisol e proteina C reativa (PCR).

Avaliar os efeitos da infeccdo por Giardia lamblia sobre os niveis séricos de ferro sérico,
hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
plaquetas, “Red Cell Distribution Width” (RDW), leucdcitos totais, neutréfilos

bastonetes, neutréfilos segmentados, linfocitos, mondcitos e eosinéfilos.
Avaliar o peso dos gerbils durante o curso da infeccéo.
Avaliar os niveis séricos de IgG, IgE e IgA e IgA secretdrio durante o curso da infeccao.

Quantificar a expressdo relativa do mRNA das citocinas TGF-f, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-11,
IL-12 e IL-17 no intestino delgado (duodeno).

Avaliar alteracbes na altura das criptas e vilosidades, na quantidade de células de
infiltrado inflamat6rio presentes na lamina prépria, e na quantidade de células

caliciformes e consequente varia¢do na producdo de muco no decorrer da infecgéo.

Avaliar se ha diferencas nos parametros acima relativos aos grupos de machos e fémeas.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Tipo de estudo

Este € um estudo experimental de caso e controle, sem intervencGes terapéuticas,
desenhado para avaliar as alteracbes bioquimicas, hematologicas e imunoldgicas no

hospedeiro, apos infecgcdo por G. lamblia.

4.2 Considerac0es éticas

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob o protocolo n° 342/2015 (Anexo 1).

4.3 Caéalculo do Tamanho Amostral

O calculo da amostra utilizada no estudo, foi baseado em dados de parametros

sanguineos de ratos normais, seguindo a férmula A = (to, gl * S)/Nn (Sampaio, 2010).

A = 10% da média

S = desvio padréo

Ta,gl = valor tabelado (Tab. 2 A2) em funcdo do grau de liberdade dos tratamentos e
probabilidade do erro tipo I.

S = desvio padréo

IC = intervalo de confianca (os valores de S e IC previsto devem ser informados).

IC = Média + A

n = nimero de animais por grupo

Para os dados de metabolismo, nos baseando nos resultados publicados no artigo de
Gupta et al. (2002), utilizamos o resultado da dosagem média de triglicerideos séricos para
gerbils do grupo controle:

Média = 76,0 mg/dL

S=150

A=176

IC=76,0+7,6

Usando-se a formula: A = ta,, gl * S/\n

7,6 = 2,0 (tabelado) * 15,0 / Vn
Vn=2,0%150/7,6
n = 16 animais / grupo
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Para a determinacdo de Imunoglobulina G, nos baseando nos resultados publicados no
artigo de Baldissera et al. (2014), utilizamos o resultado da dosagem média de IgA no soro de

ratos do grupo controle:

Média = 71,0 mg/dL

S=153
A = 14,2 (20% da média)
IC=71,0+1472

Usando-se a formula: A = to,, gl * S/An

14,2 = 2,0 (tabelado) * 15,3 / Vn
Vn=2,015,3/14,2
n =5 animais / grupo

4.4 Biotério

Buscando obter respostas as mais fidedignas possiveis com os parametros avaliados,
especialmente quando ¢é utilizado o recurso do modelo animal, o controle de todas as variaveis
a que os animais estdo submetidos é fator determinante para o sucesso da pesquisa. Nesse
intuito, foi feita uma intervencdo estrutural e operacional do biotério do laboratério de
amebiase e protozodrios intestinais do ICB/UFMG. Foram criadas subdivisdes espaciais
(biotério de experimentacdo, quarentena e antessala) para um melhor acondicionamento e
fluxo dos animais. A criagdo do “Protocolo Operacional Padrao (POP)” garantiu 0 correto
manuseio dos animais, tanto buscando seu bem estar durante o tempo do experimento, quanto
para impedir alguma contaminagdo cruzada que pudesse interferir na qualidade dos dados
(Anexo 2).

4.5 Modelo

Foram utilizados gerbils (M. unguiculatus) machos e fémeas com idade entre 4 e 6
semanas. Os animais foram obtidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto
de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG e mantidos no Biotério do Laboratério de Amebiase

e Protozoarios Intestinais (LAPI).

Para assegurar que os animais estivessem livres de qualquer parasitose, antes do inicio
do experimento, todos foram tratados por via subcutanea. Para a prevensao dos helmintos
administrou-se uma solucgdo injetavel de Ivermectina 1% (0,1ml - 10ug para cada animal) e
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para a dos protozodrios administrou-se uma solucdo ingetavel de Albendazol (20mg por
grama de peso corporal do animal). Apos a administracdo dos antiparasitarios aguardou-se 28
e 7 dias, respectivamente, antes de infectar os animais dando inicio a fase experimental. Para
combater os ectoparasitos, quando da entrada dos animais na quarentena do biotério, a

maravalha das gaiolas foi borrifada uma tnica vez com uma solucgéo de Triatox®.

Apos o periodo de quarentena, foram realizados exames fecais (EPF) dos animais para
confirmar que néo estivessem parasitados com nenhum parasito intestinal. Com a negativacédo
dos EPFs os animais foram transferidos da area de quarentena para a area de experimentacao
do biotério, sendo acondicionados em gaiolas individuais e entrando na rotina operacional do

mesmo.

Apbs a infeccdo dos animais, as fezes foram coletadas a cada dois dias para a
realizacdo de EPF e acompanhamento do curso da infeccdo pela G. lamblia. Com o

negativacao do EPF ao MO, realizou-se o coproantigeno para confirmar a cura dos animais.

4.6 Cepa de Giardia, cultivo e inéculo

A infeccdo por G. lamblia foi realizada utilizando-se trofozoitos da cepa Portland-1
(ATCC® 30888™), gendtipo Al (Sedinova et al., 2003), oriunda do LAPI do ICB/UFMG,
onde é mantida em cultura axénica em meio TYI-S-33 (Diamond, 1978), modificado por

Keister (1983) e suplementado com bile bovina.

A cultura é continuada pela realizacdo de repiques a cada 72/96 horas, e 0s tubos

mantidos na posi¢do de 30° de inclinacdo, em estufa bacterioldgica e sob temperatura de 37°C.

Os animais foram infectados por gavagem, usando-se uma canula DELVO n° 15,
acoplada a uma seringa de 1 mL, contendo 0,3 mL de suspensdo de 1 x 10° trofozoitos em meio

de cultivo.

Os animais do grupo conrtole (ndo infectados) foram gavados apenas com 0,3 mL de meio

de cultura.

4.7 Coleta de dados

A coleta de dados foi feita em trés momentos distintos, com diferentes grupos de

animais, devido a extensa quantidade de dados que foram coletados.
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4.8 Delineamento experimental (Anexo 3)

Para avaliacdo do perfil bioquimico, hematoldgico e imunoldgico dos animais com
giardiase, o experimento foi dividido em trés fases. Na primeira fase foram utilizados 16
gerbils (8 machos e 8 fémeas), na segunda fase foram utilizados 30 gerbils (15 machos e 15
fémeas) e na terceira fase foram utilizados 38 gerbils machos. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, sob controle de temperatura, fotoperiodo de 12h, livre acesso a agua
filtrada e dieta. Os animais da primeira fase foram mantidos durante o periodo de 12 meses e
0s animais da segunda e terceira fases foram sacrificados periodicamente. Os animais do
primeiro grupo tiveram o sangue coletado em tubo eppendorff contendo EDTA, por puncédo
da veia caudal, no tempo zero e a cada sete dias, até o 28° dia, quando, a partir de entdo, foi
coletado sangue mensalmente, para testes bioquimicos e imunologicos. No segundo e terceiro
grupos, os animais foram sacrificados no tempo zero e a cada sete dias, sendo coletado
sangue, em tubo eppendorff contendo EDTA, para os testes bioquimicos e imunoldgicos, e
fragmentos do intestino delgado e figado para analise morfométrica. No terceiro grupo
também foram feitos os testes hematoldgicos. As fezes dos animais do primeiro grupos foram
coletadas a cada dois dias, por trinta dias, para identificacdo morfoldgicas dos parasitos,
identificacdo de coproantigenos e dosagem de IgA secretdrio, e depois a cada trinta dias, por 1
ano. As fezes dos animais do segundo e terceiro grupos foram coletadas a cada dois dias, por
14 dias e depois a cada sete dias, por 21 dias, para dosagem de IgA, IgE e IgG secretorio.

Para dosagem de exprecdo de citocinas, determinacdo do perfil hematoldgico, testes
bioquimicos e morfometria (3% fase) foram utilizados 38 gerbils, separados em seis grupos. O
grupo 0 (GO) constituiu-se de controle; 5 animais foram sacrificados no dia 0, antes da
infeccdo e dois animais foram sacrificados a cada 7 dias, até o 28° dpi. O grupo 1 (G1),
sacrificado sete dias ap0s a infeccdo. O grupo 2 (G2), 14 dias apos a infeccdo. O grupo 3
(G3), 21 dias apos a infeccdo. O grupo 4 (G4), 28 dias apds a infeccdo. O grupo 5 (G5), 35
dias ap0s a infeccdo. As fezes destes animais foram coletadas para confirmar a positividade da
infecgdo e analise de IgA secretdrio. Os animais foram pesados duas vezes por semana.

4.9 Andlise estatistica

Para varidveis continuas paramétricas utilizou-se, na correlagdo entre os grupos, o
teste t-Student para amostras pareadas, ou a ANOVA paramétrica para medidas repetidas

(teste de Wilk’s Lambda) com teste de esfericidade de Mauchly, com teste de comparagdes
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multiplas, ou a ANOVA paramétrica de uma via (OneWay — ANOVA), com o teste de Tukey,
dependendo da situacdo analisada.

Para as varidveis ndo paramétricas utilizou-se a ANOVA ndo paramétrica para
medidas repetidas (ANOVA de Friedman), seguida de analise multipla pareada utilizando-se

o teste de Wilcoxon na comparagéo de diferencas entre os diversos pares.

Os dados categdricos sdo mostrados como proporcdo e percentuais, enquanto as

variaveis continuas sdo descritas como a média £ desvio padréo.

Foi realizada andlise de correlacdo entre as variaveis continuas, na avaliacdo da
evolugdo das mesmas ao longo do tempo. Diferencas com p<0,05 foram consideradas

estatisticamente significativas, em todas as analises.

Os dados foram analisados no programa SPSS verséo 23.0.

4.10 Necropsia dos animais

Durante o periodo de experimentagdo (grupos 2 e 3) e apds o periodo de
experimentacao (grupo 1), os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal contendo
uma solucdo de ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg). Foi feito o exsanguinamento e

abertura da cavidade peritoneal com incisdo mediana, para a localizacdo das visceras.

4.11 Coleta de fezes

O material fecal foi coletado para avaliacdo morfoldgica em microscépio de luz. Fezes
de cada animal foram diluidas em salina e avaliadas ao microscopio, sob aumento de 10 e 40
vezes, para observacdo de trofozoitos e/ou cistos de G. lamblia. Todo material fecal
examinado ao microscopio foi também avaliado para antigenos fecais de Giardia, pelo
método de coproantigenos (Kit IVD Research inc. GL2-96). Apds negativacdo do exame de
fezes, determinado por coproscopia e coproantigenos, em trés coletas consecutivas, ndo houve

mais coleta de fezes.

4.12 Perfil bioguimico e de imunoglobulinas plasmaticas

Para determinar o perfil bioquimico e das imunoglobulinas plasmaticas IgG, IgE e IgA

anti-Giardia dos animais infectados, o sangue foi coletado no tempo 0 e, semanalmente,
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durante o primeiro més da infeccdo e, mensalmente, por mais 11 meses. Foram avaliados:
glicemia, albuminemia, colesterolemia, trigliceridemia, proteinas totais, as enzimas aspartato
amino transferase (TGO/AST) e alanina amino transferase (TGP/ALT), calcio, fosfatase
alcalina, insulina, cortisol e proteina C reativa, seguindo protocolo do fabricante, utilizando-se
kits da Labtest (Lagoa Santa, Brasil).

Para dosagem das imunoglobulinas plasmaticas foi utilizada a reacdo de ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Buscando aumentar a sensibilidade da reacédo, as
placas foram sensibilizadas com 1 pg de extrato solGvel, obtido de uma mistura de cepas
axénicas isoladas no Brasil e de cepas padrdo como Portland-1 e GS/M Clone H7,
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC). O extrato foi obtido por trés
ciclos de congelamento (N, liquido) e descongelamento (banho-maria a 37°C) dos trofozoitos
em uma solucdo de PBS, acrescida de inibidores enzimaticos). As proteinas solUveis foram
obtidas por centrifugacdo, 5 min a 1000g, e a concentracdo determinada pelo método de
Bradford (1976) e estocadas a -20°C até o uso. Todos os passos da reagdo foram previamente
padronizados, utilizando-se soros de animais inoculados com 10° trofozoitos como controle

positivo.

As placas foram sensibilizadas com 1 pg do antigeno e lavadas uma vez com PBS-
Tween 20 (0,05%). Em seguida, 100l dos soros (diluidos em PBS-Caseina a 2%, na diluicdo
Unica de 1:100, definida por titulacdo prévia), foram distribuidos em cada well, duplicata em.
Apbs incubar por uma hora, a temperatura ambiente, as placas foram lavadas cinco vezes com
PBS-Tween 20, sendo adicionado, em seguida, 100ul de conjugado anti-lgG de gerbil, ou
anti-lgE e anti-lgA de camundongo marcado com peroxidase (Sigma), em cada poco. A
diluicdo do conjugado foi de 1:1000, em PBS-Caseina, conforme o titulo previamente
estabelecido e seguido de uma nova incubacdo de uma hora, a temperatura ambiente.
Terminada a incubacao, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-Tween 20. Finalmente,
100 pL do substrato (2 pg de orto-fenilenoldiamino-OPD, em 10ml de solugdo tampé&o
citrato-fosfato e 30ul de H,0,-30vol) foi adicionado as placas com incubacdo por 45 mim a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 30pl de &cido sulfdrico 4M,
em cada orificio. A reacdo produzida foi medida em espectrofotdmetro, a 490nm. Para
determinacdo do ponto de corte, utilizou-se 10 soros de animais sem infec¢édo, testados na
diluicdo 1:100. O ponto de corte foi definido como a soma da média das absorbancias dos 10

soros negativos mais dois desvios padrao (X+2DP).

Foi também avaliado IgA secretora (sIgA) no material fecal dos animais ensaiados.
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Para tal, 0,1g de fezes de cada animal foi colocada em microtubos de poliestireno, contendo
0,5 ml de PBS e 1 mM de PMSF. Apo6s incubacao durante 1h, a 4°C, os tubos foram agitados
e centrifugados (10.000g por 10 mim). O sobrenadante (extrato fecal) foi recolhido e

armazenado a -20°C, até o uso.

Os niveis de IgA secretora nos extratos fecais para Giardia foram determinados por
ELISA, seguindo protocolo previamente descrito (Amorin et al., 2010), com modificagoes.
Todos os passos da reacdo foram previamente padronizados, utilizando-se extratos fecais de
animais inoculados com 10° trofozoitos, como controle positivo. Como controle negativo,
utilizaram-se extratos fecais de animais néo infectados por G. lamblia. As microplacas foram
cobertas com o antigeno, produzido no laboratério para o teste de soroldgico, por 12 horas a
4°C e bloqueados com 100 pL/pogo de 0,5% de caseina, em PBS, durante 1h, a 37°C. O
extrato fecal (diluido 1:5 em PBS-T) aplicado na placa (50 pL/poco) e incubado durante 1h, a
37°C. Em seguida, o anticorpo IgA “anti-mouse” biotinilado (diluido 1:1000 em PBS, Caltag
Lab Inc.) foi adicionado e incubado, por 1h, a 37°C. Apos esta reacao, a placa foi incubada 30
min, a 37°C, com estreptavidina peroxidase (diluido 1:1000 em PBS-T). A reacédo foi revelada
com TMB e 0,03% de H,0, e finalizada com 2N de H,SO,4. Os valores de DO (Densidade
Gtica) foram determinadas a 450 nm e o ponto de corte foi calculado como descrito acima,

para avaliacdo de imunoglobulinas no soro.

4.13 Perfil hematoldgico

Para determinar o perfil hematolégico dos animais durante o experimetno, foram
coletadas amostras de sangue por puncdo da veia caudal e por exsanguineamento, apos
abertura da cavidade peritoneal com incisdo mediana. A amostra de sangue periférico foi
coletada e homogeneizada tubo contendo EDTA (microcoleta — 0,5ml). Confeccionou-se
esfregacos sanguineos em laminas de vidro de modo que pudessem ser corados apos a fixacdo
em temperatura ambiente, usando-se coratico rapido do tipo Panético. O esfregaco sanguineo
foi avaliado em microscopia optica de imersdo, objetiva 100X. Realizou-se contagem
diferencial, contagem global por estimativa e avaliacdo morfoldgica de leucdcitos, avaliacao
morfolégica e contagem global de plaquetas e a avaliagdo morfologica de hemacias. A
contagem global por estimativa de leucocitos serve como monitoramento da contagem global
de leucdcitos liberada pelo hemocitdmetro automéatico. Microhematocrito em microcentrifuga
de hematdcrito com tubos capilares, para comparacdo e validacdo do Volume Globular

liberado pelo hemocitbmetro. Processamento da amostra para contagem global de hemaécias,
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dosagem de hemoglobina, hematdcrito, contagem global de leucdcitos, calculo dos indices
hematimétricos em hemocitométro automéatico — pocH-100iV Diff ™ analisador
hematoldgico da Roche/Sysmex, com calibragdo para amostras de roedores. (vide manual no

site do fabricante).

4.14 Perfil de citocinas

Para determinar o perfil de citocinas, 38 animais foram inoculados formando seis
grupos (G): GO, sacrificados antes do inoculo; G1, sete dias ap0s o indculo; G2, duas semanas
apos o inoculo; G3, trés semanas ap06s o inoculo; G4, quatro semanas ap6ds o inoculo; G5,
cinco semanas apds o inoculo. Todos os animais foram exanguineados, obtendo-se o sangue
total para determinacdo do perfil hematoldgico e soro para a determinacdo do perfil

bioquimico e sorologia.

Apos a coleta do sangue, o intestino delgado foi dividido em duas porgdes, a proximal
ao duodeno foi destinada a extracdo de RNA para avaliagdo da expressdo de citocinas (ndo
existem kits de ELISA para gerbil para dosagem direta de citocians). A outra porcao medial

do duodeno foi usada para processamento de cortes histoldgicos e analise morfométrica.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIZOL, de acordo com protocolo do
fabricante. O RNA foi quantificado por espectrometria usando o equipamento NanoDrop. Um
pg de RNA total foi usado em reacGes de transcri¢do reversa para producdo de cDNA usando-
se o kit “High Capacity” (Life Techonologis), seguindo as recomendac6es do fabricante. O
cDNA (2uL) obtido foi usado para a quantificacdo da expressdo das citocinas usando-se o kit
SYBR Green PCR Master Mix 2x (Life Techonologis). As citocinas e 0s respectivos
iniciadores usados sdo apresentados na tabela 2.

Para quantificacdo relativa da expressdo génica das amostras de cDNA, a amplificacdo
das citocinas foi feita por qPCR. Para normalizacdo dos dados da expressdo, utilizou-se a
amplificacdo do gene Gapdh que é gene de referéncia. Para obtencdo dos dados a nivel
relativo de expressdo (NRE), empregou-se o método derivado do RQ (relative quantification)

= 2% descrito por Hellemans et al. (2007) usando a equagao:

NRE x = [Ex] ACaq, (Cq, calibrador — Cq, amostra teste)

n ) 1
n JT" [Eref] ACq,¢ (Cae calibrador — Cq amostra teste)
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Tabela 2 — Citocinas e respectivos iniciadores utilizados para extracdo de RNA.

IL-12p40 F  GTACTCAGTGACGTGCCAG

R CATATTTATTCTGCTCCTGTG
IL-10 F  CATGGGTCTTGGGAAGAG

R AATGAAGTGGTTGGAGAATG
TGF-p F  GCTACCACGCCAACTTCTG

R GCCCGGGTTGTGTTGGTTG
IEN-y F CCATGAACGCTACACACTG

R ATTTTCTATTTCTTCAATGATTG
GAPDH F  CTGGCATGGCCTTCCGAG

R CAGGTTTCTGCAGTCGGC
IL-1B F  ACACGGTGACACAAGCAGC

R ATCACACAGGACAGGTACAG
IL-4 F  GGGTGCTCCGCAAATTTTAC

R CTGAGGACCCCGGAGTTG
IL-18 F TGGCTGTAACCCTCTCTG

R TCAATATTTTCAGGTGGATTC
TNF-o. F CTCCCCCAGAAGTCGGC

R ACAGAAGAGCGTGGTGGC
IL-6 F  AGGATCCAGGTCAAATAGTC

R CGTCTGTGACTCCAGTTTC
IL-5 F  GACCTTGATACAGCTGTCC

R TCCAATGCACAGCTGGTG
IL-17 F CTCGGACTACCTCAACCG

R CGGCAGCTGGCTTCCAAG
IL-11 F  CGCCTGGTCCTTATCGTGC

R TGCACGAGGGTCTGGAGAG

Os resultados foram expressos graficamente usando média e desvio-padrdo dos valores
do nivel relativo de mRNA de cada citocina normalizado pelo GAPDH, para cada grupo

experimental.

4.15 Histopatologia e morfometria da mucosa intestinal

Durante a necropsia foi coletada a por¢cdo proximal do intestino delgado (extensédo de
6 cm), devido a maior colonizacdo pelos trofozoitos de Giardia, que foi aberta
longitudinalmente e dividida em dois fragmentos para fixagdo em formol tamponado 10%, pH
7,2. Ap6s o periodo de fixacdo, todos os fragmentos coletados foram desidratados,
diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina, para obtencdo de cortes com 4 um de

espessura. As laminas foram entdo coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E).

Todos os cortes histologicos da porcdo proximal do intestino delgado corados com

H&E foram visualizados pela objetiva de 4X do microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany),
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para a digitalizacdo aleatéria de 30 vilosidades intestinais, por meio da microcamera
SANSUNG SDC-415 (Korea). A altura das vilosidades foi calculada através do software
KS400 contido no analisador de imagens Carl Zeiss. A base das vilosidades foi delimitada
manualmente utilizando-se ferramentas do software; todos os pixels com tons de violeta,
vermelho e bonina foram selecionados para criacdo de uma imagem binaria e a altura das

vilosidades foi calculada automaticamente.

Para o calculo da area ocupada pelo infiltrado inflamatorio nas vilosidades intestinais,
foram utilizados os cortes histoldgicos corados com H&E. As laminas foram visualizadas pela
objetiva de 20X do microscépio Axiolab para a digitalizacdo aleatéria de 30 imagens
intestinais por meio da mesma microcAmera descrita previamente. Uma é&rea total de
125000x10° um? da mucosa foi analisada para cada caso. Algoritmos do software KS400
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) foram utilizados para o processamento e segmentacao
das imagens, definicdo das condi¢des morfométricas, contagem das células e o célculo da area
da lamina propria. A segmentacdo permitiu selecionar os nucleos de todos os tipos de células
presentes na lamina prépria da mucosa intestinal e excluir o citoplasma celular e outras
estruturas presentes nos cortes histologicos. Por esse processo, uma imagem binaria foi criada
e 0s nucleos de todos os tipos celulares presentes na mucosa antral foram contados.
Posteriormente, todos os pixels da lamina prépria foram selecionados para se obter uma outra

imagem binaria para calcular a area em pm?.

Para o calculo do nimero de células caliciformes presentes nas vilosidades intestinais,
foram utilizados os mesmos cortes histologicos citados anteriormente. As laminas foram
visualizadas pela objetiva de 20X do microscopio Axiolab, para a quantificacdo aleatéria de

30 imagens intestinais, por meio da mesma microcamera descrita previamente.

A metodologia empregada para 0 imageamento microscopico, segmentacdo de
imagens, processamento digital e definicdo das condi¢6es de morfometria foi a descrita por
Caliari (1997).

4.16 Reacdo imunohistoquimica e analise quantitativa para trofozoitos

Os cortes para processamento em imunohistoquimica foram desparafinados,
hidratados em solugdes alcodlicas de concentragdes decrescentes e lavados em PBS pH 7,2. A
atividade da peroxidase endogena foi eliminada incubando-se os cortes em solucédo de H,O,

40wv a 0,2%, em 200 ml de PBS, por 20 minutos. Os sitios de ligacdo inespecifica foram
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bloqueados incubando-se os cortes com soro de cabra diluido a 1:40, por 40 minutos. As
l&minas foram incubadas com soro policlonal anti-G. lamblia diluido a 1:1000 (produzido nos
Laboratorios de Amebiase e Protozoarios Intestinais/Depto Parasitologia e de
Protozooses/Depto Patologia Geral) e, em seguida, incubados 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 marcacdo foi detectada
usando solucdo de diaminobenzidina 0,05%, em H,0, 40vv, a 0,2%. Como controles
positivos foram usados cortes histoldgicos obtidos de les@es ricas em Giardia. Como controle
negativo, o antisoro 1° foi substituido por PBS em alguns destes cortes. Todos os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris, concentrada por 2 segundos, hidratados e

diafanizados para montagem em entelan.

Apds a reacdo, toda a superficie mucosa da porcao proximal do intestino delgado foi
visualizada por meio 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 céalculo da area total de marcacdo.

Processamento digital e recursos do software KS400 foram utilizados para eliminar artefatos.

4.17 Destinacao das carcacas

ApoOs a eutandsia, as carcacas foram imediatamente acondicionadas em sacos de lixo
branco, identificados como lixo bioldgico infectante e refrigerados a -20°C, no freezer do
Departamento de Parasitologia (ICB-UFMG), que € exclusivamente utilizado para o

armazenamento temporario dessas carcagas.

Posteriormente, essas 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) para posterior inceneracao.
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5. RESULTADOS / DISCUSSAO
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A giardiase é a infeccdo parasitaria de mais ampla distribuicdo no mundo
desenvolvido, contribuindo para pelo menos 280 milhdes de casos sintomaéticos anuais.
Contudo, nos paises em desenvolvimento a prevaléncia alcanca indices que variam,

principalmente, de acordo com as condi¢des sanitarias da regido (Morrison et al. 2007).

A Giardia vive no intestino delgado em condi¢des adversas a sua coloniza¢do. Os
enterocitos sdo renovados periodicamente. O transito intestinal e a resposta imune sao
desfavoraveis a sua adesdo. Apesar disso, a Giardia coloniza o intestino originando quadros
clinicos como diarréia e ma-absorcdo intestinal. Sua sobrevivéncia no ambiente indspito
intestinal parece estar relacionada a varia¢do antigénica e encistamento. A variacdo antigénica
confere ao parasito uma alterndncia de antigenos de superficie especificos entre 6-13
geracOes. Desta forma o parasito escapa da resposta imune do hospedeiro. O encistamento é o
processo pelo qual é formada a parede cistica que promove a resisténcia do parasito as

alteracdes ambientais (Ankarklev et al., 2010).

A colonizacdo do intestino pela Giardia gera alteragdes locais e sistémicas. A infeccédo
¢ autolimitada em individuos competentes imunologicamente e nutricionalmente. Parece que
a infeccdo croénica, gerando a sindrome disabsortiva, se relaciona a déficits imunoldgicos e
nutricionais. Nesse caso, criangas sdo 0s principais alvos e as consequéncias se revelam em
déficit no seu desenvolvimento fisico e cognitivo. Os mecanismos envolvidos na patogénese
da giardiase sdo pouco conhecidos e muitas alteragdes denunciadas sdo controversas.
Questdes simples como o perfil bioguimico, hematoldgico e imunoldgico na giardiase ndo sao
conhecidos. Muito menos € sabido da historia natural da doenca, desde a infeccdo até a cura

parasitoldgica.

Uma abordagem interessante para melhor estudar os fatores intrinsecos de uma doenca
é a utilizacdo de modelos experimentais. Dentre 0os modelos usados para estudar giardiase
estdo os gerbils, que sdo considerados bons modelos por reproduzirem satisfatoriamente a
giardiase humana (Aradjo et al., 2008). Diante do exposto, foi estudada a progressao da
giardiase em gerbils experimentalmente infectados enfatizando as alteracbes no perfil

bioquimico, hematoldgico e imunoldgico decorrente da enfermidade.

Devido ao grande nimero de analitos dosados, os animais foram estudados em trés

diferentes ocasides, que serdo apresentadas a seguir.
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5.1 Perfil da infecgdo

Para iniciar a infecgdo experimental nos gerbils, todos os animais tiveram as fezes
coletadas e processadas para exame microscopico e ELISA para determinacdo de

coproantigenos de G. lamblia. Todos foram negativos em ambos 0s exames.

Apos a infeccdo com G. lamblia, as fezes dos animais foram coletadas a cada dois dias

para exame em microscopio ético e avaliacdo de coproantigenos pelo método de ELISA.
A coleta de dados foi dividida em trés fases, com diferentes grupos de animais.

Avaliando-se o0s animais nas trés fases de coleta de dados, os coproantigenos
positivaram a partir do quarto dia da infecgdo e comegaram a negativar a partir do 21° dia. A
maioria dos animais ficou negativa no 23° dia da infeccdo. Um Unico animal negativou o
coproantigeno no 46° dia da infeccdo. Progressivamente, os titulos da reacdo foram

diminuindo até negativarem.

No exame parasitoldgico de fezes, a maioria dos animais apresentou cistos de Giardia
nas fezes que permaneceram positivos até o 32° dia da infecgdo, com carga parasitaria
também progressivamente menor, havendo identificacdo de cistos no material analisado. No

35° dia da infeccdo, ndo foram mais observados cistos nas fezes dos animais.
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Figura 4 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média de
peso antes da infeccdo (DO) e apds diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).
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N&o foram observadas alterages na consisténcia das fezes, nem no peso dos animais
(Figura 4), ao longo do experimento, sugerindo que a cepa utilizada tenha produzido infec¢éo

assintomatica nos animais.

5.2 Perfil biogquimico — 12 fase
Avaliaram-se amostras de sangue: dois grupos de animais, oito machos e oito fémeas.
Apresentaremos abaixo a avaliacdo geral dos 16 animais, sem separa-los por grupo.
DO0= Grupo controle, antes da infecgéo.

Grupos no tempo (dias): d7, d14, d21, d28, d35, d42, d49, d63.

5.2.1 Avaliacgéo global
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Figura 5 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
glicemia antes da infeccdo (DO) e apds diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

95% IC GLICEMIA

A glicemia foi significantemente menor no D14, comparado ao controle e aos demais
periodos (p<0,001), comegando a aumentar no D21 com pico no D28, em relacdo ao controle

e aos demais grupos (p<0,001) (Figura 5).

E sabido que a glicemia tende a aumentar em processos inflamatérios, infecciosos ou
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ndo (Collier et al., 2008). Isso ocorre principalmente devido ao aumento da resisténcia
insulinica, induzindo uma série de alteracGes vasculares, imunoldgicas e metabdlicas (Wilcox,
2005). Sendo assim, os niveis glicémicos que tiveram um crescimento significativo a partir da
3% semana de infeccdo e retorno a valores basais apds a cura expontanea, sugerem que a
giardiase seja responsavel por um processo inflamatorio a partir da 3% semana de infeccao.
Essas inferéncias sdo corroboradas pelas medigdes da insulina.
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Figura 6 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
insulina antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

H& uma elevacao significativa da insulina no D7, seguida de uma queda significativa
no D14, voltando a se elevar no D21 e D28, de modo significativo, progredindo com reduc¢éo

significativa até o D35, quando retorna ao valor similar ao controle (Figura 6).

Provavelmente, a infeccdo desencadeou inflamagdo suficiente para gerar aumento da
resisténcia insulinica periférica, com estimulo para a sua secre¢édo pelo pancreas. Como houve
cura, provavelmente houve melhora do processo inflamatorio e nova redugédo da insulinemia a

valores bhasais.
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Figura 7 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
colesterol antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

Quanto ao colesterol, observamos uma reducdo significativa no D7, com elevacéo,

também significativa, nos periodos seguintes, retornando ao valor semelhante ao DO, no D35.

Em estudos anteriores do nosso grupo, inferiu-se que em infecgfes assintomaticas pela
Giardia ha aumento da ingestdo de alimentos (Ventura, dados ndo publicados). Embora nao
tenha havido alteracdo significativa do peso dos animais durante o curso da infeccdo (Figura
4), acredita-se que houve aumento da ingestdo alimentar e que isso tenha contribuido para o
aumento dos indices de colesterol a partir da segunda semana de infecgdo, com seu pico no

D21, coincidindo com o apice infeccioso sugerido pelas leituras da glicemia e insulina.

A relacdo da Giardia com a concentracdo de colesterol é fundamental para
estabelecimento dos estagios evolutivos, desenvolvimento e estabelecimento do parasito
(Bansal et al., 2005a).

Como um “parasito de mucosa”, sem mitocOndrias, complexos de Golgi bem
desenvolvidos, e outras organelas tipicas de eucariotas superiores (Beaver, 1984), a Giardia
desenvolve vias metabolicas Unicas que lhe permite sobreviver e se multiplicar capturando

nutrientes do hospedeiro, mas sdo incapazes de sintetizar a maioria dos seu proprios lipidios e
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colesterol (Das, 2002).

Por ser um parasito incapaz de sintetizar o colesterol (Jarrol et al., 1981), ela 0 obtém
a partir do intestino delgado superior, que é rico em bile e colesterol proveniente da dieta
(Field et al., 1990; Thomson et al., 1993). Como a biogénese de membrana em Giardia requer
colesterol (Jarrol et al.,, 1981; Kaneda e Goutsu, 1985), parece Obvio que uma maior
concentragdo de colesterol beneficie o desenvolvimento e reproducdo do parasito,

potencializando a infec¢éo.

Todos os parasitos metabolizam o colesterol, mas a relacdo exata com o mecanismo
patogénico ndo é clara. O colesterol presente na membrana dos protozoarios parasitos em
geral é determinante para que invadam as células do hospedeiro (Simons e Toomre, 2000).
Embora ndo seja o caso, pois, até que estudos mais conclusivos apontem em direcdo contraria,
a Giardia ndo invade os tecidos do hospedeiro, a concentracdo do colesterol na luz intestinal
do hospedeiro parece ser determinante para a sobrevivéncia do parasito. O encistamento dos
trofozoitos pode ser induzido, in vitro, por reducdo da concentragdo de colesterol (Gillin et
al., 1996; Lujan et al., 1997).

Estudos recentes tém demonstrado niveis elevados de lipoproteinas, como as de alta
densidade (HDL), as de baixa densidade (LDL) e o colesterol total nos doentes que sofrem de
infeccOes parasitarias (Faucher et al., 2002).

Todavia, em direcdo oposta, Bansal et al. (2005b) observaram que pacientes
infectados com G. lamblia apresentaram menores niveis de parametros lipidicos (colesterol

total, HDL e LDL), em comparacdo ao grupo controle saudavel.

Onongbu e Onyeneke (1983) relataram que ha alteracdes significativas na
concentracdo de colesterol do plasma, durante e apds a infecgcdo por malaria. Contudo, baixos
niveis de colesterol em pacientes com malaria, em comparacdo com controles saudaveis

normais, também foram relatados (Djoumessi, 1989).

No caso da Entamoeba histolytica, o aumento do colesterol estd diretamente
relacionado com o desenvolvimento do parasito e estabelecimento da amebiase (Sharmal959;
Gargouri 1967). O mesmo acontece com a infeccdo por Trichomonas (Linstead, 1981),

Toxoplasma gondii (Sonda et al., 2001), entre outros.
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Figura 8 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
triglicérides antes da infeccdo (DO) e apos diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

Os valores de triglicérides também apresentaram um comportamento similar ao do
colesterol, mas menos evidente e ocorrendo mais lentamente, com reducdo significativa do
seu valor até o D14 em relacdo ao controle, elevando-se no D21 e D28 para valores similares
ao DO, mas significativo em relagdo ao D14, com uma Gltima reducdo significativa em relacéo

a todos os valores anteriores, no D35 (Figura 8).

A elevacdo significativa dos triglicérides na terceira semana reforca os achados
anteriores ao analisarmos os resultados da glicemia e insulina, apontando para um estado

inflamatorio gerado pela giardiase a partir da segunda semana de infecc¢éo.

Estudo com outras infecces como na malaria aguda, a avaliacdo das alteracbes das
lipoproteinas plasmaticas, resultaram em diminuigdo dos niveis de HDL e LDL e moderado
aumento do triglicérides (Nilson e Nilson, 1990). No entanto, em estudo sobre a ascaridiase
observou-se diminuic¢do dos niveis de colesterol total, HDL e triglicérides (Biadun, 1990).
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Figura 9 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
proteina total antes da infec¢do (DO) e apos diferentes tempos de infecgdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

Nota-se nitida curva de tendéncia significativa a queda do valor sérico das proteinas
totais, do DO para o0 D7, e deste ao D14 (p<0,001), quando se mantém mais baixa do D14 ao
D28, retornando a valores mais elevados no D35 (Figura 9), apesar da elevacdo da albumina
(Figura 10).
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Figura 10 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
albumina antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).
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A albumina’® apresentou um padrdo de comportamento interessante; eleva-se
significantemente a partir da primeira semana ap6s a infeccdo, atinge um platdé que fica
estavel atée o D28, voltando a cair no D35, permanecendo significantemente mais elevada do

que o controle (p<0,001) (Figura 10).

O que se esperava era que a resposta inflamatdria a giardiase gerasse um estado de
hipercatabolismo protéico com elevagdo dos niveis séricos das proteinas totais, estreitamente
atrelado a elevacdo da producdo de imunoglobulinas. Mas o observado foi uma queda das
proteinas totais durante o curso da infeccdo, apesar da elevacdo da albumina. Essa elevacédo
pode ter sido causada por um estado de anabolismo e pela alteragédo no padrdo de ingestéo
alimentar sem, entretanto, superar o catabolismo dos outros componentes protéicos no sangue,

ja que o peso dos animais ndo variou significativamente (Figura 4).
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Figura 11 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
cortisol antes da infec¢do (DO0) e apds diferentes tempos de infec¢do (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

'8 A principal fungéo da albumina é o transporte e armazenagem de uma ampla variedade de substancias de baixo peso molecular, como o
cortisol, horménios sexuais, célcio e varias drogas.
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O cortisol, um anti-inflamatdrio potente que estimula a quebra de proteinas e paralisa
0 anabolismo, apresentou um comportamento esperado, ou seja, uma elevacao significativa
apos o D7 de infeccdo até o D14, quando, provavelmente, os animais encontravam-se
inflamados ainda com a infeccédo ativa pela Giardia; a seguir, volta a cair, mas para valores
ainda significativamente maiores que o controle (sem uma explicagdo que possa justificar,
uma vez que estaria na fase de cura espontanea). Esta elevacao persistente do cortisol poderia
explicar o catabolismo dos animais, associado ao aumento do apetite e ingestdo alimentar,
explicando a elevacdo da albumina. Ha& uma reducdo no D21 que, novamente, pode ser

relacionada a alteragdes orquestradas pela Giardia na terceira semana de infecgéo.
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Figura 12 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
calcio antes da infecg¢do (DO) e ap6s diferentes tempos de infec¢do (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias, D42=42 dias, D49=49 dias, D63=63 dias).
* Diferenga significativa com valores de linha de base (tempo 0).

O comportamento dos niveis séricos de calcio oscilou durante o periodo do
experimento, porém a partir do D14 tornou-se significativamente mais elevado, perdurando
desse modo até o D63 (embora tenha havido uma queda significativa em D35), porém sem
uma explicacdo razoavel, ja que o controle desse ion é realizado de modo eficiente pela
calcitonina e pelo paratorménio. Geralmente, somente alteracdes mais profundas do ponto de

vista desses hormonios levariam a oscilagdes significativas e reais do mesmo. Entretanto,
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como h& uma elevacdo significativa da albumina sérica, esta pode ter influenciado na
mensuracao do valor do célcio total, pois 0 mesmo se associa & albumina para transporte e

armazenamento (Figura 12).
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Figura 13 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
TGO(AST) antes da infec¢do (DO0) e apds diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias, D42=42 dias, D49=49 dias,
D63=63 dias). * Diferenca significativa com valores de linha de base (tempo 0).

N&o obstante a Giardia ndo invadir tecidos nem atingir o figado, e de trofozoitos
serem encontrados nos ductos colédocos'® e na visicula biliar, nosso grupo identificou
esteatose hepatica nos animais infectados com Giardia (Ventura, 2013). Assim, procurou-se
avaliar algumas enzimas hepaticas (TGO/AST, TGP/ALT e fosfatase alcalina) tentando

estabelecer um padrdo na giardiase.

A TGO (AST) apresentou reducdo significativa ao longo do tempo, mantendo-se no
D63 em valores significativamente menores do que o controle, apesar da cura da giardiase. A
TGO ¢é uma enzima que se encontra nas células dos musculos, coracéo e figado. Seu aumento
pode diagnosticar processo patologico, em uma destas ceélulas. Sua diminuicdo ndo esta
associada a patologias importantes. Acredita-se entdo que a diminuic¢do aqui observada néo se

associe a giardiase.

% 0 ducto colédoco (antigamente chamado de ducto biliar comum) é uma parte terminal das vias biliares, formado entre o canal cistico
vindo da vesicula biliar e do ducto hepatico comum vindo das vias biliares intra-hepaticas. Permitindo a excrecao da bile, ele despeja o seu
contetdo no intestino na altura do duodeno.
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Figura 14 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
TGP(ALT) antes da infeccdo (D0) e apos diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias, D42=42 dias, D49=49 dias,
D63=63 dias). * Diferenca significativa com valores de linha de base (tempo 0).

A TGP (ALT) apresentou queda significativa na primeira semana (DO x D7 — p<0,05),
elevando-se significativamente no D14 e D21 em relacdo tanto ao DO como ao D7. A partir
do D28 reduziu-se significantemente, em relacdo ao D21 e D14, mas ndo em rela¢do ao DO,
ou seja, retornou a valores similares ao controle. Porém, no D63 ela retornou a valores mais
elevados, significantemente, em relacdo aos periodos de platd inferior (D28, D35, D49), mas

nao ao controle.

A elevacdo da TGP (ALT), enzima encontrada quase que exclusivamente em células
hepéticas, relaciona-se a lesdo nestas células quando o aumento € trés vezes maior que o
basal. O aumento encontrado foi pequeno, sendo considerado inespecifico, podendo

relacionar-se a lesbes em outros érgaos.
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Figura 15 — Progresséo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
fosfatase alcalina antes da infec¢do (DO) e apos diferentes tempos de infeccdo (D7=7
dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias, D42=42 dias, D49=49 dias,
D63=63 dias). * Diferenca significativa com valores de linha de base (tempo 0).

A fosfatase alcalina é uma das enzimas presentes nas células das vias biliares, podendo
ser encontrada em grande quantidade em véarios outros 6rgdos, principalmente nos 0ssos,
placenta e intestinos e, analogamente & TGO e TGP, a lesdo dessas células causa uma

elevacdo dos seus niveis no sangue (Coleman, 1992; Huang et al., 2006).

Os niveis de fosfatase alcalina apresentaram queda significativa e progressiva a cada
periodo medido, exceto no D21 e D28, quando novamente se elevam, mas significativamente
menos do que o controle, voltando a reducdo progressiva e significativa, nos periodos
seguintes, ao longo do tempo, sem retornar aos valores iniciais. Esses resultados somam-se
aos da TGO e TGP, sugerindo que as funcBes hepaticas ndo seriam alteradas pela infeccédo
(Figura 15).

Os resultados dessas trés enzimas sugerem que, ndo obstante a proximidade dos
trofozoitos, nem as fungdes hepaticas, nem os hepatdcitos seriam alterados pela infecgdo e
gue o quadro de esteatose hepatica observado, se causado pela giardiase, tenha outro

mecanismo gerador.
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Tabela 3 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
proteina C reativa antes da infeccdo (DO0) e apds diferentes tempos de infec¢do (D7=7
dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa
com valores de linha de base (tempo 0).

mg/dl Média DP*
PCR_DO 0,10 0,00
PCR_D7 0,10 0,00
PCR_D14 0,10 0,00
PCR_D21 0,10 0,00
PCR_D28 0,14 0,01
PCR_D35 0,11 0,01

A proteina C reativa (PCR) ndo foi detectavel no soro dos animais (BIOLATEX PCR -
Bioclin), mesmo usando métodos ultrassensiveis como a “proteina C reativa altamente
sensivel (PCR-as)” ou “proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us)”, o que permitiria detectar
com seguranca valores de PCR téo baixos quanto 0,03 mg/dL (0,3 mg/L).

Esta proteina plasmatica é produzida pelo figado. Sua funcéo fisioldgica é ligar-se a
fosfocolina expressa na superficie de células mortas ou lesionadas (e alguns tipos de
bactérias), para iniciar sua eliminacdo ao ativar o sistema complemento e células que fazem
fagocitose, funcionando como uma opsonina. E indicador extremamente sensivel de
inflamacédo (Epstein et al., 1999). Sua concentracdo é baixa em individuos sadios, porém na
presenca de infec¢des ou respondendo a estimulos inflamatdrios pode aumentar em até 1.000
vezes (Clyne e Olshaker 1999). Tem sido demonstrada elevacdo dos niveis da PCR em
infeccdes diarreicas por G. lamblia em humanos (Al-Ezzy et al., 2015). No presente estudo,
0s niveis ndo detectaveis dessa proteina talvez se correlacionem com a cepa (Portland-1), uma

vez que tenha produzido infeccdo assintomatica nos animais.

5.2.2 Avaliagdo das variaveis conforme o sexo

Machos e fémeas apresentaram diferencas em alguns parametros analisados. Assim,
realizou-se uma analise somente para o grupo de machos para avaliar se os resultados desse
grupo impactariam no resultado geral do grupo todo. Os machos foram escolhidos devido a

menor variagdo hormonal. Em anexo sé&o apresentadas essas analises (Anexo 4).

Apesar das diferencas em algumas variaveis entre machos e fémeas, o comportamento
do grupo dos machos, individualmente, foi similar ao comportamnento dos grupos juntos,
valendo, assim, 0 mesmo arrazoado descrito anteriormente.
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5.3 Perfil hematoldgico — 22 fase

Até agora, raros sdo os relatos sobre alteracbes hematoldgicas induzidas pela infecgdo
por Giardia (Naik et al., 1982; Cheeramakara et al., 2004; Monajemzadeh e Monajemzadeh,
2008). Inexistentes sdo os estudos que avaliam o perfil hematoldgico completo, desde a
infecgdo até a cura esponténea. Visando diminuir o tamanho desta lacuna, foram monitorados

0s parametros hematol6gicos e imunoldgicos de gerbils durante a infecgdo por G. lamblia.

Nesta segunda fase de coleta de dados, avaliaram-se amostras de sangue de 38 animais
machos.

Apresenta-se abaixo a avaliacdo global dos animais, quanto aos aspectos
hematoldgicos e imunoldgicos.

DO0= Grupo controle, antes da infecgéo.

Grupos no tempo (dias): d7, d14, d21, d28, d35.

5.3.1 Avaliagéo global

A andlise da série vermelha no hemograma contempla a quantificacdo de eritrocitos,
hematocrito, dosagem de hemoglobina e indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM,
RDW), bem como o exame microscopico da morfologia eritrocitaria. Esses dois conjuntos de

analises fornecem subsidios para o diagnostico das principais causas de anemias.

Abaixo apresentam-se os valores da contagem das hemécias ao longo da infecc¢éo.
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Figura 16 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média
das hemaécias antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).
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Observou-se uma queda progressiva e significativa do nimero de hemacias, com a
maior queda a partir do D14, em relagdo ao controle e & 1% semana (p=0,021 e p=0,035
respectivamente). Esta queda se manteve até o D28, de modo progressivamente significativo
em relacdo ao DO e D7. A anemia teve inicio a partir da segunda semana de infecgédo
continuando a queda até o D28. No D35 comecou a se elevar.

VariacGes semelhantes puderam ser observadas para os niveis de hemoglobina e
hematocrito. Houve uma queda progressiva e significativa da hemoglobina, com a maior
queda a partir do D14, em relacéo ao controle e o D7 (p=0,029 e p=0,038 respectivamente).
Esta queda se manteve até o D28, de modo progressivamente significativo em relagdo ao DO e
D7. No D35 a hemoglobina também comecou a se elevar. Foi observada queda progressiva e
significativa do hematdcrito a partir do D14, em relacdo ao controle e o D7 (p=0,016 e

p=0,019 respectivamente). Esta queda se manteve até o D28, de modo progressivamente
significativo em relagdo ao DO.
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Figura 17 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
hemoglobina e hematdcrito antes da infecgdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

Os animais infectados mostraram reducdo significativa no nimero de hemécias, na
concentracdo de hemoglobina e no valor do hematdcrito, a partir da segunda semana de
infeccdo, confirmando uma anemia relacionada a giardiase. Reducdo na concentracdo de
hemoglobina e no valor do hematdcrito foi também observado em ratos experimentalmente
infectados com Giardia em outro estudo (Cheeramakara et al., 2004). Estes resultados estdo

em concordancia com relatos prévios (Naik et al, 1982; De Vizia et al, 1985) avaliando
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pacientes com giardiase.

Em quadros de infec¢Bes agudas ou cronicas em geral, pode haver queda do nimero
de hemécias (anemia), por sindromes de méa absorcdo do ferro, por reducdo da ingestdo de
ferro alimentar, por destruicdo das hemacias e perda do ferro via hemoglobinuria, ou por per-
das sanguineas gastrointestinais, urinarias ou por lesGes cutaneas ou de 6rgaos internos. Além

disso, o processo inflamatorio pode levar a depressdo da hematopoiese por diversas vias.

Interessante notar que apesar da cura espontdnea da infeccdo (negativacao
parasitologica e soroldgica), a anemia se manteve, talvez porque a anemia seja prioritaria-
mente ferropriva secundéria a giardiase que somente se resolveria apds reposicdo de ferro
(Gheorghescu et al., 1976; De Vizia et al., 1985; Olivares et al., 2003; Prado et al., 2005;
Monajemzadeh e Monajemzadeh, 2008).

Os valores do ferro sérico ndo sofreram alteracdo significativa durante a infeccdo.
Apesar disso, foi observada diminuicdo dos valores a partir da segunda semana de infecgéo.

Assim, sera que e possivel relacionar a anemia & diminuig&o do ferro sérico (Figura 18)?.
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Figura 18 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
ferro sérico antes da infeccdo (DO0) e apds diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

Com as alteragBes metabolicas pro-hipercatabolismo observadas, com estimulo ao

aumento da producéo pelo figado da hepcidina, horménio regulador do metabolismo de ferro,
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a anemia poderia ndo se caracterizar pela deficiéncia na ingestdo do mineral, mas sim pelo seu

catabolismo, induzido pela ativacgdo sistémica da inflamacéo.

Corroborando para explicar a anemia ferropriva, estdo os valores de RDW que

sofreram elevacéo a partir do D7 (Figura 19).
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Figura 19 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
RDW antes da infec¢do (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

RDW é um indice que avalia a diferenca de tamanho entre as hemacias. Quando esse
esta elevado, acima do padrdo, significa que existem muitas hemacias de tamanhos diferentes
circulando (anisocitose). Isso pode indicar hemacias com problemas na sua morfologia. E
muito comum RDW elevado, por exemplo, na caréncia de ferro, onde a falta deste elemento
impede a formacdo da hemoglobina normal, levando a formagdo de uma hemacia de tamanho
reduzido (microcitose). Esse indice permite diferenciar a anemia ferropriva da talassemia®, ja
que a talassemia apresenta um valor normal de RDW, enquanto esse valor é alterado no caso

da anemia ferropriva.

2 Talassemia é uma doenca hereditaria autossémica recessiva caracterizada por reducéo da taxa de sintese de uma das cadeias de globina que
formam a hemoglobina resultando em sintomas de anemia devido a ma formag&o de moléculas de hemoglobina. A talassemia € um problema
quantitativo de globinas pouco sintetizadas, enquanto que a anemia falciforme é um problema qualitativo na sintese e de um funcionamento
incorreto da globina (Weatherall, 2010).
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Em anélise ao MO, ndo foi observada alteracbes na morfologia das heméacias dos
animais nos diferentes tempos do experimento, colocando em cheque a participacdo do ferro

na anemia.

Outro fator que desmistifica a deficiéncia de absor¢do do ferro na giardiase como
causa de anemia é o fato de que somente pequena proporcdo de ferro sérico vem da dieta
(Armah et al., 2013). A vitamina B12 também pode se relacionar a anemia. Em giardiase, 0s
poucos relatos de anemia por deficiéncia de vitamina B12 se associam a infecgdes
sintomaticas (Cordingley e Crawford 1986). Ndo foi medida a vitamina B12, pois ndo foi
obtida amostra de sangue suficiente. Com os dados do presente estudo, acredita-se que a cepa
(Portland-1) usada em nosso modelo produziu infeccdo assintomética nos animais, ndo sendo

observada alteracdo significativa de peso ou da consisténcia das fezes nos gerbils ensaiados.

A ferritina, importante proteina de reserva do ferro, encontrada em todas as células,
especialmente naquelas envolvidas na sintese de compostos férricos, no metabolismo e na
reserva do ferro, em condi¢des normais, pode representar 25% do ferro total encontrado no
corpo. Apesar de ser um importante parametro para se avaliar a quantidade de ferro no
organismo, ndo foi possivel dosa-la, pois ndo hexistem kits no mercado compativeis com

gerbils que pudessem ser utilizados.

Assim, acredita-se que o processo inflamatério produzido pode ter induzido essas
alteracbes hematoldgicas. Contudo, o mecanismo gerador da anemia precisa ser melhor

elucidado.

Outros parametros como VCM, HCM, CHCM e plaquetas ndo apresentaram
alteragOes significativas. Os valores basais destes pardmetros e os obtidos no curso da
infeccdo s&o apresentados na tabela 4.

Como mensionado acima, ndo houve alteracbes significativas dos valores das
plaquetas, ao longo do tempo do experimento. Em concordancia com esses achados, Kralisz e
Matowicka-Karna (2008) nao observaram alteracéo significativa nas plaquetas na infeccdo em
humanos. Apesar disso, os autores referem que observaram um ligeiro aumento no volume
plaquetério médio (VPM), também ndo significativo, sugerindo que a infec¢do pela Giardia
muda a quantidade e os parametros morfoldgicos das plaquetas do sangue e pode ser um

indicador de ativacdo plaquetaria.

Resumindo os achados hematimetricos do presente estudo, observou-se que 0s animais

infectados mostraram redugdo significativa no nimero de hemacias, na concentracdo de
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hemoglobina e no valor do hematdcrito, a partir da segunda semana de infecgdo, confirmamdo
uma anemia relacionada a giardiase. Redugdo na concentragcdo de hemoglobina e no valor do
hematocrito foi também observado em ratos experimentalmente infectados com Giardia em
outro estudo (Cheeramakara et al., 2004). Esses resultados estdo em concordancia com relatos

prévios (Naik et al.,1982; De Vizia et al., 1985) que avaliaram pacientes com giardiase.

Tabela 4 - Valores hematoldgicos antes e depois da infeccao de gerbils por G. lamblia.

Variaveis

Hematologicas Progresséo da infec¢do por G. lamblia (dias p6s-infec¢do — DPI)

Basal 7 DPI 14 DPI 21 DPI 28 DPI 35 DPI

RBC (x106mm3) 10.48+0.39 10.63+0.18 9,38 +£0,190 8.89+0.15 8.68 +0.23 8.92+0.28
Hb (g/dL) 17.82+0.73 17.8+0.40 15,62 +0.17 1532+0.15 15.04+0.32 15.63+0.37
Hct (%) 46.12+1.80 46.57 +1.00 40.84 £0.54 39.28 £0.34 378+091  3855+1.36
VCM (fL) 4402+026 43.81+0.75 43.88 £0.41 4419+0.41 4508+045 43.22+0.56
HCM (pm3) 17.0+0.9 16.75+0.32 16.81+0.23 17.23+0.14 1735+0.22 16.97+0.20
CHCM (g%) 38.63+0.14 38.22+0.7 38.31+0.18 39.00+£0.19 38.47+0.21 39.29+0.56
PLT (x106mm3) 993.2+70.78 595.0+1025 913.8+106.6 795.2+1319 801.0+859 643.2+64.1
RDW (%) 12.08 +£0.32 13.7+£0.55 13.46 +0.34 13.34+025 1468+0.17 12.13+0.27
WBC (x106mm3) 1058 +1.26 11.63+2.71 12.76 +1.88 11.72 +1.07 13.24+25 12.7+2.37
BN (xlOemm3) 0.31+00.8 0.27 +0.02 0.198 £0.07 0.205 £ 0.05 0.49+0.18 0.0

SN (xlOemm3) 149+8.38 6.19+2.2 6.47+1.1 7.38 +0.64 8.68 +2.09 541+1.01
LYMP (XlOemms) 3.78 £0.50 3.60+0.98 5.56 +1.09 3.33+0.96 3.34+£0.72 6.82+1.33
MONO (x106mm3) 0.36 £0.04 0.50 +0.15 0.32 +0.09 0.46 +0.07 0.39+0.10 0.30+0.08
EOS (xlOemm3) 0.24 £0.05 0.33+0.10 0.22 +0.04 0.32+0.08 0.42+0.13 0.15+0.04
Fe sérico (pg/dl) 41.14+3.09 47.99+3.08 40.09 * 3.66 3081+193 3457+056 37.08+3.46

RBC: Hemacias; Hb: Hemoglobina; Hct: Hematocrito; VCM: Volume corpuscular médio; RDW: Red Cell Distribution Width; HCM:
Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentragdo da hemoglobina corpuscular média; WBC: Leucdcitos totais; SN: Neutréfilos
segmentados; BN: Neutréfilos bastonetes; LYMP: Linfocitos; MONO: Mondcitos; EOS: Eosin6filo; PLT: Plaquetas.

Basofilos, mielécitos, e metamieldcitos ndo foram detectados.

Acredita-se que em infecgdes intestinais, a etiologia da anemia associe-se,
principalmente, a sindrome de mé& absorcdo e reducdo da ingestdo alimentar. Como dito
anteriormente, alguns autores acreditam que, a anemia seja, prioritariamente, ferropriva,
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secundaria a giardiase, e que somente se resolveria apos reposi¢do do ferro (Gheorghescu et
al., 1976; De Vizia et al., 1985; Olivares et al., 2003; Prado et al., 2005; Monajemzadeh e

Monajemzadeh, 2008), reforcando a hipotese da méa absorc¢éo intestinal do mineral.

No modelo apresentado, a anemia foi uma caracteristica marcante. E interessante
salientar que na segunda semana houve queda dos valores hematimétricos, sem haver
alteracdo do ferro sérico de modo significativo, aparentemente contrapondo a participacao
direta do mesmo no processo. Além disso, o peso dos animais ndo se alterou
significativamente no curso da infeccdo (Figura 4). Dessa forma, a reducao do ferro ndo pode

ser atribuida a reducgdo de ingestdo alimentar.

Alteracdo significativa na morfologia das hemacias, a partir da medida do RDW,
ocorreu precocemente, na primeira semana apos a infec¢do, mantendo-se até a quarta semana,
e retornando ao valor normal apenas ap0s a cura dos animais. Este achado é frequente nas
anemias, inclusive ferropriva, sendo conhecido que o RDW eleva-se antes das alteracGes
hematimétricas e do ferro sérico (Cotton et al., 2011). Estes resultados sugerem haver outras

vias que interferem no processo de anemia, associada a giardiase.

E importante ressaltar que esses achados s&o de um modelo experimental para avaliar
a histdria natural da giardiase e as consequéncias da mesma sobre o perfil hematoldgico dos
animais. Isso gera informacBes evolutivas desde a infeccdo até a cura parasitoldgica
espontanea, o que ocorreu nesse modelo. Nota-se que os parametros avaliados comegam a
retornar aos valores basais ap0s a cura parasitologica, reforcando que alteracGes inflamatorias
e metabolicas induzidas pela Giardia possam estar associadas as alteragdes hematoldgicas

observadas.

InfeccBes por Giardia apresentam quadros clinicos diversos e a anemia nem sempre €
o desfecho na doenca (Dos Santos e Viture, 1996). As diferentes apresentacdes clinicas
podem relacionar-se ao estado imune e nutricional do paciente, a cepa do parasito e ao tempo
de infeccdo (Cevallos et al., 1995; Cotton et al.,, 2011; Koh et al., 2013). Contudo,
considerando que a infeccdo neste modelo foi, aparentemente, assintomatica, resolvendo-se
espontaneamente, acredita-se que a anemia seja uma caracteristica marcante na giardiase.
Portanto, a anemia deve ser investigada em criangas com giardiase com ou sem sintomas.
Também em quadros de anemia em criancas sem etiologia definida, a giardiase deve ser

investigada.

O fato do ferro sérico ndo ter se reduzido significantemente, do peso dos animais ter se
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mantido e os valores hematimétricos iniciarem seu retorno para os valores basais, sem
reposicdo desse ion, corrobora com a ideia de que a anemia na giardiase associa-se mais ao
processo inflamatorio do que a deficiéncia de ferro. O esclarecimento do mecanismo dessa
anemia pode direcionar para vias terapéuticas mais eficientes para controlar as manifestactes

da doenga.

Continuando a avaliagdo das variaveis hematoldgicas, ndo houve alteracGes
significativas dos valores dos leucdcitos totais ao longo do tempo do experimento, apesar de
se observar uma elevacdo a partir do D7, que se manteve até o final (D35) (Tabela 4). Estes
resultados seriam os esperados se considerarmos que a Giardia ndo invade tecidos, ndo
induzindo infiltrado celular significante (Cotton et al., 2014, Dreesen et al., 2012).
Corroborando com esta idéia apresentou-se, anteriormente, os resultados negativos da
dosagem da PCR e a contagem de leucocitos na lamina propia dos animais ao longo da

infeccédo (Figura 19).

Mas avaliando-se o numero de células do infiltrado inflamatdrio, observou-se queda
qualitativamente constante, mas nao significativa estatisticamente, até o D21, voltando a se
elevar no D28 (Figura 20).

1.800

1,600

1.4007 ‘

1.200]

1.000]

Nimero de células inflamatérias/125000pm2 - Média - IC 95%

800

| | | | |
0 7 14 21 28

Dias de infec¢éo

Figura 20 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
infiltrado inflamatdrio antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccéo (D7=7
dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias) em 125.000um2 de lamina propria. *
Diferenca significativa com valores de linha de base (tempo 0).
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Estes resultados poderiam se relacionar a virulencia da cepa de Giardia usada para
produzir a infecgdo. Nossa percepgao foi que a inflamagéo foi mais discreta na maioria dos
animais, sendo intensa em apenas alguns deles. Como hipotetizado anteriormente, esta cepa
pode ter causado infeccdo assintomatica nos animais (a infeccdo se resolveu
espontaneamente), ndo tendo estimulado a resposta inflamatéria local a nivel de leucdcitos
intraepiteliais. Ainda, por um mecanismo desconhecido, pode ter ocorrido supressdo da
resposta inflamatoria local. E preciso, ainda, salientar que néo foi feita a contagem diferencial
dos leucdcitos intraepiteliais. Assim, poderia ter ocorrido um aumento pronunciado de algum

tipo celular em detrimento da infecgéo.

O neutrofilo é o tipo de leucocito mais comum, representando, em média, de 45% a
75% dos leucdcitos circulantes (Alberts et al., 2002).

Quando temos um aumento do nimero de leucocitos totais, causado basicamente pela
elevacdo dos neutrdfilos, estamos provavelmente diante de um quadro infeccioso. Por terem
um tempo de vida que varia entre 24-48 horas, assim que o processo infeccioso é controlado,
a medula reduz a producdo de novas células e seus niveis sanguineos retornam rapidamente
aos valores basais (1,3% a 5,2%) (Anexo 5).

Existem dois tipos de neutrofilos: os bastonetes (imaturos) e os segmentados
(maduros).
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Figura 21 — Progresséo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
tamanho dos neutréfilos bastonetes antes da infecgdo (DO0) e apds diferentes tempos de
infeccdo (D7=7 dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). *
Diferenca significativa com valores de linha de base (tempo 0).
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Os neutrdfilos bastonetes apresentaram uma queda significativa no D35 em relagdo ao
D28 (p=0,015) (Figura 21, Tabela 4).

A queda observada no numero de neutrofilos bastonetes no D35 ndo tem uma
racionalidade evolutiva para associd-la a infeccdo, uma vez que no D35 todos 0s animais
estavam curados. Outra questdo é que apesar desse achado ser significativo, os valores dos
bastonetes mantiveram-se dentro dos limites da normalidade (Figura 21 e tabela 4).

Ha fortes evidéncias de que ha ativacdo de neutrdfilos na infeccdo experimental e
humana pela G. lamblia; entretanto, também ha evidéncias de que esta ativacdo ndo tenha
intensidade significativa e, geralmente, estudos histolégicos mostram nenhum ou discreto
infiltrado neutrofilico (Cotton et al., 2014; Lopez-Romero et al., 2015). H& fortes evidéncias
de que a G. lamblia simultaneamente ativa o sistema imune inato e adaptativo, a0 mesmo
tempo em que inibe a ativacdo e migracdo de neutrofilos (Faubert, 2000). Conclui-se, assim,
que a queda de neutrdfilos observada ndo se relaciona a giardiase no presente modelo

experimental.

Os eosindfilos apresentaram elevacdo ndo significativa, com pico na 42 semana da
infeccdo (Tabela 4). Comumente em infeccBes parasitarias ocorre elevacao significativa de
eosinofilos, principalmente em infecgdes com ciclo incluindo passagem pulmonar, ou com
invasdes teciduais importantes. Dos Santos e Vituri (1996) avaliaram indices hematoldgicos
em criancas e adultos com giardiase. A eosinofilia foi observada somente em adultos. Apesar
da elevacdo dos valores de eosindfilos ndo terem sido significativa neste modelo, acredita-se
gue outros estudos devem ser conduzidos buscando esclarecer sua participacdo na resolucéo

da infeccdo.

Na giardiase, a resposta inume por células mononucleares (linfocitos e mondcitos) é
preponderante sobre a resposta por células polimorfonucleares (neutrofilo, eosinéfilo e
basofilo). Mas no estudo apresentado, também a contagem de mononucleares néo
apresentaram diferencas significativas durante o curso do experimento, ou seja, a giardiase

ndo estimulou resposta linfocitaria ou no aumento de mondcitos.

Contrapondo com os resultados da contagem de células da lamina propria, estdo 0s
resultados relacionados a produgdo de muco (Figura 22) e a relacdo criptas/vilosidades

(Figura 23) que ficaram dentro das espectativas de uma infeccéo.

Os resultados obtidos nos animais controle tiveram um padrdo celular na mucosa

antral como esperado, sem infiltrado inflamatdrio. Nos animais infectados, os nucleos dos
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tipos celulares normalmente presentes na lamina propria da mucosa antral e nucleos de
leucocitos recrutados pelo processo inflamatério foram contados, permitindo uma avaliagdo

quantitativa da inflamacéo, conforme descrito por Oliveira et al. (2012).
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Figura 22 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média
das células caliciformes antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo
(D7=7 dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias). * Diferenga significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

Nos animais do grupo controle foram identificadas poucas células caliciformes no
segmento duodenal do intestino delgado, o que é condizente com o que ja era esperado, pois

sdo menos frequentes no duodeno e aumentam de nimero em direcédo ao ileo.

Observou-se um aumento constante e significativo ao longo do periodo do estudo,
embora tenha havido uma queda do D7 para o D14. O significativo aumento das células
caliciformes no D28 deve ter sido estimulado pelo aumento de IL-4 em D21 (Figura 24).
Juntamente com a IL-13, a IL-4 estimula os enterocitos a se diferenciarem em células

caliciformes, aumentando a producdo de muco no periodo seguinte (Brown e Hural, 1997).

A presenca de microorganismos no intestino delgado leva a rapido aumento da

secrecdo de mucina pelas células caliciformes (Turner, 2009). A presenca da Giardia no
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intestino levou ao aumento na producdo de muco em animais de experimentagdo (Ventura et
al., 2013). O muco poderia funcionar como barreira a permanéncia da Giardia, impedindo os
trofozoitos de alcancarem o epitélio intestinal (Roskens e Erlandsen, 2002). Contrapondo a
funcdo protetora do muco para o hospedeiro estdo os achados de Zenian e Gillin (1985) e
Zinneman e Kaplan (1972), que observaram fungdo benfeitora do muco para os trofozoitos,
protegendo-os contra a degradacéo por enzimas dos hospedeiros. Acredita-se que a funcéo do
muco na giardiase deva ser melhor investigada; contudo merece destaque a funcdo do muco
atuando desfavoravelmente ao parasito e contribuindo para a resolucao da infec¢cdo em nosso

modelo (Figura 22).
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Figura 23 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média da
relacdo cripta/vilosidade antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infeccdo
(D7=7 dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias). * Diferenga significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

Nos animais do grupo controle a relacdo cripta/vilosidade foi significativamente
menor que a razdo observada nos animais ao longo da infeccdo. Uma queda néo significativa
foi observada do D7 ao D14 (p=1,000). Os resultados deste estudo corroboram com achados
de outros pesquisadores (Scott et al., 2004) ao avaliarem a relagédo criptas/vilosidades em
camundongos experimentalmente infectados com G. lamblia. As células das criptas
hiperplasiam para regenerar os enterocitos. Estes resultados sugerem que esteja ocorrendo

perda de o epitélio durante a infeccdo, ou seja, uma diminuicdos das vilosidades e aumento
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das criptas. Ao exame microscopico ndo se observa alteracbes morfologicas sugestivas de
necrose, podendo conduzir a especulagéo de dano dos enterdcitos por apoptose.

Contudo, a G. lamblia pode induzir resposta inflamatoria local e sistémica (Lopez-
Romero et al., 2015). Leucdcitos polimorfonucleares (PMN)? est&o envolvidos em respostas
inflamatorias e sdo essenciais para a defesa do hospedeiro contra muitos patégenos como
bactérias e fungos. De fato, mutacBGes genéticas ou terapia medicamentosa que resultam em
comprometimento das funcdes dos PMN tornam os individuos altamente suscetiveis as
infeccdes com risco de vida (Kostman, 1975; Zeidler et al., 2009; Kuijpers e Lutter, 2012).
Estas células tém sido implicadas numa variedade de doencas inflamatorias, inclusive
intestinais (Fournier e Parkos, 2012; Szabady e McCormick, 2013). O recrutamento de PMN
para os tecidos intestinais € um processo de varias etapas que envolve sua liberacdo pela
medula 0ssea, saida da circulacdo, migracdo através dos tecidos hospedeiros e a migracdo
transepitelial (Chin e Parkos, 2007; Summers et al., 2010; Kolaczkowska e Kubes, 2013).
Além disso, multiplos mediadores sdo conhecidos por promover a acumulacdo de PMN nos
tecidos. Durante as respostas inflamatorias agudas, fator estimulador de coldnias de
granulécitos (GCSF) promovem a saida de PMN da medula 6ssea e aumento do numero de
PMN circulantes (Wengner et al., 2008; Mei et al., 2012). A producéo de interleucina-17A
(IL-17A) por células do tecido residente aumenta os niveis circulantes de GCSF e promovem
0 egresso de PMN da medula 6ssea (Schwarzenberger et al., 2000; Semerad et al., 2002; Mei
etal., 2012).

Quimiocinas de PMN, contendo uma sequéncia consecutiva glutamateleucine-arginina
(ELR + quimiocinas) (anexo 6) na sua regido N-terminal, tal como CXCL1% CXCL2, e IL-8
| CXCLS8, sdo produzidas por uma variedade de células dentro da mucosa intestinal.
Quimiocinas + ELR estdo envolvidos em varios processos de recrutamento de PMN pelos
tecidos (Wengner et al., 2008; Ley et al., 2007; Massena et al., 2010; Kolaczkowska e Kubes,
2013; Chou et al., 2010; McDonald et al., 2010).

Uma pesquisa anterior sugeriu que produtos excretados e secretados pela Giardia
induz a expressao de IL-8/CXCL8 pelas células do epitélio intestinal (Lee et al., 2012). No
entanto, tem sido demonstrado que trofozoitos de Giardia atenuam a secre¢do “in vitro” de

IL-8/CXCL8 pelas céluas epiteliais em monocamadas (Fisher et al., 2013; Cotton et al.,

21 Os polimorfonucleares compreendem os granulécitos: neutréfilos, eosinéfilos e basofilos.

22 A quimiocina (CXC) ligante 1 (CXCL1) é uma pequena citocina pertencente & familia quimiocina CXC que foi chamada anteriormente
GRO1 oncogene, GROa, KC, neutrophil-activating protein 3 (PNA-3) e melanoma growth stimulating activity, alfa (MSGA-a). Em
humanos, esta proteina é codificada pelo gene CXCL1 (Haskill et al., 1990).
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2014). Outros estudos demonstraram que a protease de Giardia da familia da catepsina B
contribui para a degradacdo de IL-8/CXCL8 e atenua a quimiotaxia de PMN (Cotton et al.,
2014). A intensidade dessa resposta poderia relacionar-se a capacidade de algumas cepas em

lesionar tecidos, ou seja, a viruléncia da cepa.

No presente modelo, o processo inflamatorio gerado pela giardiase ndo conduziu
alteracOes significativas nos valores relativos do leucograma. Apesar da ativacdo inflamatoria
sistémica ter sido bem estabelecida nesse modelo, com a elevacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, que podem ter sido ativadas por macrofagos e linfdcitos (resultados
apresentados logo em seguida), essa ndo foi suficientemente intensa para levar a alteragcdes no

valor do leucograma.

5.4 Perfil de citocinas — 32 fase

Citocinas sdo moléculas protéicas, glicosiladas ou ndo, que enviam diversos sinais
estimulatorios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema
imunoldgico durante o desencadeamento das respostas imunes. Tém funcdo autdcrina agindo
na propria célula produtora, paracrina atuando em células proximas, e enddcrinas quando sua
acdo é a distancia. Atuam em concentragdes baixissimas e sua sintese habitualmente ocorre

apos estimulacdo antigénica (Zhang JM e An, 2007).

Algumas citocinas, como a IL-6, IL-12 e IL-17, desempenham um papel duplo na
ativacdo de mecanismos tanto da imunidade inata quanto adaptativa (Watford et al., 2013;
Calabrese e Choy, 2016; Singer, 2016). Estudos anteriores em modelos animais de giardiase
experimental tém relatado niveis elevados de citocinas, incluindo TNF-a, IFN- vy, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IL-17, IL-22 e IL-23 (Bienz et al., 2003; Zhou et al., 2003; Larocque
et al., 2003; Zhou et al., 2007; Abdul-Wahid e Faubert, 2007; Kanda e Singer, 2009;
Solaymani-Mohammadi e Singer, 2011; Kamda et al., 2012; Dreesen et al., 2012; Grit et al.,
2014; Cotton et al., 2014; Grit et al., 2014). No presente modelo, avaliou-se a expressao das
citocinas: IL-4, IL-6, IL-11, IL-12, 1I-17, IFN-y e TGF-p no intestino delgado.

Na terceira fase de coleta de dados, foram avaliadas amostras de sangue de 38 animais

machos, que serdo apresentados segundo a seguinte disposi¢éo:
DO0= Grupo controle, antes da infec¢éo.

Grupos no tempo (dias): d7, d14, d21, d28, d35.
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5.4.1 Avaliagéo global

A IL-4 elevou-se lentamente, mas progressivamente, atingindo diferencga significativa
em relacdo ao controle na 3? semana (D21), mantendo-se significativamente elevada até a 5
semana (D35) (Figura 24).

A IL-4 é importante estimulo para a producdo de anticorpos IgE e para o
desenvolvimento de células Th2 e ativagdo de células T auxiliares CD4 " naives (Finkelman et
al., 1988). E produzida pelos linfocitos CD4" do subgrupo Th2, e por mastdcitos ativados. As
principais acfes biologicas da IL-4 sdo: estimular a troca de classe da cadeia pesada da
imunoglobulina M para o is6topo IgE, lembrando que a IgE desempenha um papel na defesa
contra infec¢Bes por helmintos e artropodes sendo também o principal mediador nas reacoes
de hipersensibilidade imediata; estimula o desenvolvimento de células Th2 de células
CD4'naives, além de funcionar como fator de crescimento autocrino para células Th2
diferenciadas; juntamente com a IL-13 ativa de forma alternativa os macrdfagos, aumentando
a eficacia destes na fagocitose de microrganismos. Também estimulam os enterdcitos a se
diferenciarem em células caliciformes, aumentando a producdo de muco (Brown e Hural,
1997).
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Figura 24 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IL-4 antes da infec¢do (DO) e apds diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

75


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9034722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hural%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9034722

Observou-se neste estudo que parece haver ativacdo de macrofagos teciduais no
intestino e, provavelmente, de linfocitos-T, com liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
como o IFN-y, com pico no D21 (Figura 27). Comportamento semelhante se vé com o TGF-$3
que tem acdes predominantemente anti-inflamatérias, produzido por células T estimuladas
por diversos antigenos como o LPS e outros tipos celulares (Figura 26). Provavelmente,
antigenos da Giardia levariam ao estimulo destas células. A resposta pro-inflamatoria é

estimulada simultaneamente a resposta anti-inflamatoria (Yoshimura e Muto, 2011).
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Figura 25 — Progresséao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IL-6 antes da infec¢do (DO) e apds diferentes tempos de infeccdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

Houve alteracdes significativas dos valores da IL-6 a partir da 22 semana de infeccéo,
mantendo-se elevada durante todo o periodo de infecgdo documentada (D14 a D28), com
queda para valores proximos ao do controle no D35, quando a cura parasitoldgica foi

alcancada (Figura 25).

A IL-6 é produzida por muitos tipos celulares, incluindo fag6citos mononucleares
ativados, células endoteliais e fibroblastos, presentes tanto na imunidade natural como na

adquirida. As principais acdes da IL-6 sdo: estimular a producéo de proteinas de fase aguda,
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pelos hepatdcitos, contribuindo para a resposta de fase aguda; estimular a producdo de
neutrofilos pelos progenitores da medula 6ssea, juntamente com fatores estimuladores de
colobnias; estimular o crescimento de linfocitos B produtores de anticorpos; pode ainda estar
associada ao desenvolvimento de neoplasias plasmocitarias, atuando como fator de
crescimento de plasmacitos neoplésicos (mieloma multiplo); estimular a producéo de algumas
citocinas pré-inflamatorias (principalmente a I1L-17); inibir acfes de células T reguladoras

(acdo pro-inflamatoria) (Simpson et al., 1997).

O achado da elevacao significativa da IL-6 nesse experimento € corroborado por
outros estudos, sendo importante fator na ativacdo da resposta Th-17, que tem papel
significativo na imunidade contra a G. lamblia (Simpson et al., 1997; Kimura et al., 2007;
Khader et al., 2009; Scheller et al., 2011).
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Figura 26 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
TGF-B antes da infeccdo (DO0) e ap6s diferentes tempos de infecgdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

O TGF-p eleva-se significativamente a partir do D14, atinge um pico no D21, se reduz
até o D35, mas mantendo valores acima dos valores do controle (Figura 26).

O TGF-B possui atividade imunossupressora, sendo sintetizado e secretado por células
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T estimuladas por antigenos, fagécitos mononucleares ativados e varios outros tipos celulares
como células T reguladoras (Letterio e Roberts 1998). Assim, as principais agdes bioldgicas
do TGF-B incluem: inibir a proliferagdo e a fun¢do efetora de células T ¢ a ativagdao de
macrofagos; regular a diferenciacdo de subconjuntos funcionalmente distintos de células T,
associada a regulacdo da sobrevida de células T reguladoras, podendo bloquear o
desenvolvimento dos subconjuntos Thl e Th2 de células T CD4". Entretanto, pode ter
também efeito pro-inflamatério quando em combinacdo com outras citocinas inflamatorias
como a IL-6; promover a diferenciagdo de um subconjunto pro-inflamatorio de células T
CD4" que secretam IL-17. O TGF- ainda estimula a producdo de anticorpos IgA, induzindo
células B a trocarem para esse isétopo e regula a reparacdo tecidual, apos a regressdo das

reacGes imunoldgicas e inflamatorias, no sitio da lesdo (Yoshimura e Muto, 2011).
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Figura 27 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
Interferon-y antes da infecgdo (DO0) e ap6s diferentes tempos de infec¢do (D7=7 dias,
D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com
valores de linha de base (tempo 0).

O IFN-y eleva-se ja na 12 semana (D7), mas ndo significativamente e continua a
elevar-se, significativamente, a partir da 22 semana (D14), atingindo um pico na 3% semana
(D21), e cai, significativamente, até a 5% semana (D35), quando ainda mantém-se elevado,

mas sem significancia estatistica (Figura 27).
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O IFN-y ¢ a principal citocina ativadora de macréfagos e exerce fungdes criticas na
imunidade natural e na imunidade adquirida mediada por células, principalmente contra
microrganismos intracelulares. E produzido por células NK, células Thl CD4" e células T
CD8". As células NK produzem IFN-y em resposta a ligantes ativados nas superficies de
células hospedeiras infectadas ou estressadas, ou em resposta a IL-12 e, nesse cenario, age
como um mediador da imunidade natural. Na imunidade adquirida, o IFN-y é produzido em
resposta ao reconhecimento antigénico e a producdo é acentuada pela 1L-12 e IL-18. As
principais acOes bioldgicas do IFN-y sdo: ativar 0s macrofagos para destruir microrganismos
fagocitados por diversos mecanismos; promover a diferenciacdo de células T CD4 naives
para o subgrupo Thl e inibir a produgdo de células Th2; agir nas células B para promover a
troca para certas subclasses de 1gG; estimular a expressdo de moléculas do MHC classes | e
I, aumentando a capacidade do organismo de reconhecimento antigéncio e de adesdo das
células T (Abul et al., 2000; Janeway et al., 2005; Mitcham, 2005).

Estudos anteriores com modelo experimental para giardiase mostraram elevados niveis
de citocinas, incluindo TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-12, IL-5, IL-4, IL-2, IL-13, IL-17, IL-22 e IL-
23 (Larocque et al., 2003; Bienz et al., 2003; Zhou et al., 2007; Abdul-Wahid e Faubert et al.,
2007; Kamda e Singer, 2009; Solaymani-Mohammadi e Singer, 2011; Kamda et al., 2012;
Grit et al., 2014, Cotton et al., 2014).

IFN-y and IL-4 s&o as principais citocinas produzidas durante a resposta Thl e Th2,
respectivamente, e parecem desempenhar um papel na giardiase pois seus nives ficam
elevados em modelos infectados (Bienz et al., 2003; Solaymani-Mohammadi e Singer, 2011;
Jimenez et al., 2014). Contudo, ratos deficientes em IFN-y e IL-4 podem eliminar o parasito
normalmente, sugerindo que nem as respostas Thl nem Th2 s&o absolutamente necessérias

para a eliminacdo da Giardia (Singer e Nash, 2000a).

A IL-11 elevou-se, significativamente, na 12 semana (D7), com pico na 22 semana,
porém apresentou queda rapida e significativa na 32 semana, mantendo-se significativamente

mais baixa do que os controles na 5 semana (D35) (Figura 28).

A 1L-11 é produzida pelas células do estroma da medula dssea. Estimula a
megacariocitose (producdo de plaquetas). Estd em uso clinico para tratar pacientes com
deficiéncia de plaquetas (plaquetopenia) pds quimioterapia para cancer. Sua funcdo no
sistema imune ndo esta bem definida, apesar de utilizar a mesma subunidade gp130 usada

pela IL-6, e sinalizar por uma via Jak/STAT, cujos mecanismos complexos estdo ligados a
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imunidade natural, ainda ndo bem estabelecidos (Karpovich et al., 2003).
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Figura 28 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IL-11 antes da infeccdo (DO) e ap0ds diferentes tempos de infecgdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

N&o houve alteracdes significativas dos valores da IL-12, ao longo do tempo do
experimento, entretanto notou-se uma discreta elevacdo da mesma ao longo do tempo, com

um pico no D28, porém sem significancia estatistica.

A IL-12 é o principal mediador da resposta imune natural inicial a microrganismos
intracelulares e é um indutor essencial da imunidade mediada por células a resposta imune
adquirida a esses microrganismos. E produzida principalmente pelas células dendriticas e
macrofagos ativados, ou seja, € produzida por células apresentadoras de antigenos (sigla em
inglés APC), quando estas apresentam antigenos para células T nas fases indutora e efetora
das respostas imunes mediadas por células. Originalmente, foi identificada como ativador da
funcdo citotdxica das ceélulas NK. Entretanto, a sua a¢do mais importante é estimular a
producdo de IFN-y pelas células NK e suportar a diferenciacdo de células T auxiliares
CD4"naives para o subconjunto produtor de INF-y (Thl). As principais acdes bioldgicas da
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IL-12 sdo: estimular a producdo de INF-y pelas células NK e linfocitos T. Assim, a resposta
dos macrofagos e células dendriticas aos microrganismos leva a producdo pelas mesmas de
IL-12, que estimula as céluas NK e células T a produzirem INF-y, e esse ativa os macrofagos

com subsequente destruicdo do microrganismo (Janeway et al., 2005).
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Figura 29 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IL-12 antes da infeccdo (DO) e apds diferentes tempos de infecgdo (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

Né&o foi detectada ativacdo da producdo da IL-12 de modo significativo, e 0 aumento
que se Vvé parece ser tardio, com pico na 4% semana pos-infeccdo. Como essa resposta ocorre
precocemente e é mais importante no linfonodo onde os linfocitos T estdo sendo primados,
pode ser que o estudo da sua expressdo no tecido possa ndo representar sua real funcéo
bioldgica. A IL-12 é produzida em resposta a sinalizacdo por TLR (Toll-like receptor)
(Janeway et al.,, 2005), importante principalmente em resposta a infecches por
microrganismos intracelulares, bactérias e virus, e que talvez ndo seja significativa na

infeccdo por Giardia.
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Figura 30 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IL-17 antes da infeccdo (DO) e apds diferentes tempos de infec¢do (D7=7 dias, D14=14
dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca significativa com valores de
linha de base (tempo 0).

Houve alterac@es significativas da IL-17, ao longo do experimento. Ela eleva-se ja na
12 semana (D7) ap06s a infeccdo, continua elevando-se, significativamente, até a 22 (D14), com
um platd bem definido até a 32 semana (D21), voltando progressivamente ao valor semelhante

ao do grupo controle, a partir do D28, até o D35.

A IL-17 consiste em uma familia de 6 citocinas estruturalmente relacionadas. Algumas
promovem dano tecidual em doencas de hipersensibilidade; outras sdo importantes na defesa
contra infeccbes bacterianas. As estruturas das IL-17 e seus receptores ndo sdo
compartilhados por outras citocinas e as vias de transdugdo de sinal que esses receptores
empenham ndo sdo completamente conhecidos (Singer, 2016). Os membros mais bem
caracterizados dessa familia sdo a IL-17A e IL-17F, produzidos por diversos tipos celulares,
incluindo um subconjunto de células T CD4" efetoras, distintas das células Thl e Th2. A
diferenciacdo e manutencéo das células produtoras de IL-17 sdo dependentes da TGF-p, IL-23
e outras citocinas da imunidade natural como a IL-6. As principais agdes biologicas das IL-17
(IL-17A e IL-17F) sdo: estimulam as células endoteliais e macréfagos a produzirem IL-1,
TNF e varias quimiocinas que promovem recrutamento de neutréfilos; induzem varias células
a produzirem citocinas hematopoiéticas que estimulam a producéo de neutrofilos pela medula

Ossea. A IL-17 produzida pelas células T que é considerada a responsavel pela inflamacao
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destrutiva caracteristica de alguns modelos murinos de doenga autoimune, parece ter papel na

doenca inflamatdria intestinal humana (Gaffen, 2008; Singer, 2000 a,b).

O trabalho de Singer (2016) sobre infec¢bes pela G. lamblia mostra que a IL-17
parece ser essencial para o controle dessa infeccdo, constituindo fator importante que liga as
respostas imunes celulares e humorais. Ele implica as citocinas IL-17A e o fator de necrose
tumoral (TNF), como contribuintes para a imunidade protetora, apesar de ndo serem as mais
abundantes citocinas detectadas nos sobrenadantes da cultura. Os mecanismos envolvidos no
controle tanto da infeccdo como da producdo de sintomas ndo sdo bem compreendidos,

embora as respostas imunitérias sejam consideradas importantes para ambos (Gaffen, 2008).
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Figura 31 — Progressdo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IgA sérica anti-Giardia antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infecgdo
(D7=7 dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca
significativa com valores de linha de base (tempo 0).

Houve elevacdo da IgA sérica, a partir do D7, atingindo significancia estatistica
apenas no D14, e mantendo-se elevada até o final do experimento, porém sem diferenca

estatisticamente significativa a partir do D14 (Figura 31).

A ativacdo do sistema imune com ativacdo de linfécitos para a producdo de
imunoglobulinas é bem estabelecida, e aqui parece que esse estimulo torna-se significativo
com elevacdo significativa da IgA sérica a partir da 22 semana (D14), e mantendo-se elevada,

mas sem significancia estatistica.
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InfeccOes pela Giardia em seres humanos e modelos animais s&o caracterizadas por
abundante producdo de IgA antiparasitario. Muito desse anticorpo é dirigido contra as
isoformas das proteinas variantes de superficie (VSP), uma proteina rica em cisteina que
reveste a superficie do parasito. Cada trofozoito de Giardia carrega de 150 a 200 genes
diferentes que codificam para VSP, mas apenas um & expresso na superficie do parasito de
cada vez. Estas variacOes sdo seleccionadas “in vivo” pela IgA e a capacidade de mudar a
expressao VSP permite ao parasito escapar do sistema imune do hospedeiro (Rivero et al.,
2010; Adam et al., 2010).

O principal estimulante para a expressdo do IgA secretorio anti-Giardia, presente na
luz intestinal do hospedeiro infectado, sdao as proteinas a-1-giardinas presentes no disco
ventral e membrana plasmatica do parsito. Do mesmo modo que utiliza para evadir da a¢do do
IgA sérico, o parasito modula, com sucesso, a expressdo das VSP’s para confundir o sistema
imune e tornar sem efeito o combate ao microorganismo. Essa modulagdo pode levar a uma
baixa producédo de IgA, tanto sérico quanto fecal. No presente estudo, ao analisar os niveis de
IgA fecal dos animais infectados, observou-se uma tendéncia de elevacdo ja na primeira
semana, mas parece que houve uma eficiente modulacdo das VSP’s fazendo com que, nos

priodos seguintes, essa variacdo ndo fosse significativa estatisticamente (Figura 31).
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Figura 32 — Progresséo da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IgA secretdria anti-Giardia antes da infeccdo (DO0) e ap0s diferentes tempos de infeccao
(D7=7 dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca
significativa com valores de linha de base (tempo 0).
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A 1gG eleva-se muito rapidamente e precocemente de modo significativo, porém
mantém-se em niveis significativamente elevados, mesmo apos a cura no D35, mostrando que
0 estimulo para a sua producdo (a-1-giardinas presentes no disco ventral e membranas

plasmaticas) ainda se mantém por algum tempo apds a cura.
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Figura 33 — Progressao da giardiase em gerbilos infectados experimentalmente. Média do
IgG sérica anti-Giardia antes da infeccdo (DO) e ap6s diferentes tempos de infecgdo
(D7=7 dias, D14=14 dias, D21=21 dias, D28=28 dias, D35=35 dias). * Diferenca
significativa com valores de linha de base (tempo 0).

A IgE ndo foi detectavel, nem nas fezes, nem no soro.
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6. CONCLUSAO
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A giardiase foi responsavel por um processo inflamatorio a partir da 22 e 32 semanas
de infeccdo.

No nosso modelo a infeccdo foi autolimitada, sendo resolvida a partir dos 30 dpi.
Acreditamos que a cepa usada produziu infeccdo assintomatica nos animais, pois ndo foi

observado alteracGes das fezes, do peso e da pelagem dos mesmos.

Glicemia e insulinemia foram observadas a partir da 3* semana de infeccdo,
reforcando a participacdo ativa da Giardia no processo inflamatorio, gerando aumento da

resisténcia insulinica.
A PCR (proteina C reativa) ndo se mostrou bom marcador para giardiase.

A giardiase em nosso modelo levou a um quadro marcante de anemia que se iniciou a
partir da segunda semana de infeccdo. Houve queda progressiva e significativa do nimero de
hemaécias, hemoglobina e hematdcrito até o D28, mas sem alteracdo do ferro sérico de modo
significativo. Estes resultados sugerem que o processo inflamatorio produzido pode ter
induzido essas alteracGes hematologicas.

Em nosso modelo, o processo inflamatério gerado pela giardiase ndo conduziu a
alteracdes significativas nos valores relativos do leucograma. Apesar da ativacdo inflamatéria
sistémica ter sido bem estabelecida com a elevacédo de citocinas pro-inflamatorias, que podem
ter sido ativadas por macrofagos e linfocitos, esta ndo foi suficientemente intensa para levar a

alterag@es no valor do leucograma.

Contudo, considerando que a infeccdo em nosso modelo foi aparentemente
assintomatica, resolvendo-se espontaneamente, acreditamos que a anemia foi o principal
achado do trabalho. Nesse contexto, a anemia deve ser investigada em criangas com giardiase
com ou sem sintomas. Também em quadros de anemia em criancas sem etiologia definida,

giardiase deve ser investigada.
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Anexo 1

Carta da “Comissao de ética no uso de animais - CEUA”
Protocolo 342/2015

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

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 342 / 2015, relativo ao projeto intitulado “Perfil Bioquimico
e Imunolégico de gerbils (Meriones unguiculatus) experimentalmente infectados por Giardia
lamblia.”, que tem como responsavel Maria Aparecida Gomes, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 23/02/2016. Este certificado
espira-se em 23/02/2021.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 342 / 2015, related to the Project entilted
‘“Biochemical and immune profile of gerbils (Meriones unguiculatus) experimentally infected
with Giardia lamblia”, under the supervision of Maria Aparecida Gomes, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 23/02/2016. This certificates
expires in 23/02/2021.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 23/02/2016.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmag.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Anexo 2

POP — Procedimento Operacional Padréo

(LAPI- ICB/UFMG)
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Anexo 3

Delineamento Experimental

/

12 Fase

16 animais
8 machos e 8 fémeas

T~

Coleta de fezes

o 2/2 dias, por 30 dias.
o A cada 30 dias por 1

ano.

Coleta de sangue
e 7/7 dias, por 28 dias.
¢ A cada 30 dias por 1 ano.

Extracdo de soro

‘, /

\

IgA secretorio

EPF ou Coproantigeno

Testes

Imunolégicos

Testes
Bioquimicos

A 4

A 4

IgG sérico

Comparacao de resultados entre
grupo de machos e fémeas

Albumina
Colesterol total
Glicemia
Proteina total
Triglicérides
Insulina
Caélcio
Fosfatase
alcalina
TGO

TGP

Cortisol

PCR
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.

22 Fase

30 animais
15 machos e 15 fémeas

Coleta de fezes
o 2/2 dias, por 14 di

as.

e 7/7 dias por 21 dias.

\ 4 A

y

A\ 4
Sacrificio
717 dias

Coleta de figado e
intestino delgado

y \

Coleta de sangue

o 7/7 dias, por 35 dias.

A 4

\4

EPF
ou
Coproantigeno

Dosagem de
IgE, IgG e IgA
secretorio

Morfometria

Extracdo de soro

A 4

A 4

¢ Relacéo Crpta x Vilosidade
e Infiltrado inflamatério
e Células caliciformes

Testes
imunoldgicos

A 4

Dosagem sérica de
IgE, IgG e IgA
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32 Fase

38 animais machos

\ 4

Sacrificio
Infectado in fNiO d
ectado Pesagem dos
GO DO 5 » animais antes do
Gl D7 5 2 o
G2 D14 5 2 sacrificio.
G3 D21 5 2
G4 D28 5 2
G5 D35 5
v
Coleta de fezes Coleta de Coleta de Coleta de sangue
e 2/2 dias, por 14 dias. figado intestino e 7/7 dias, por 35 dias.
e 7/7 dias por 21 dias. delgado
v v v v
EPF Dosagem de Morfometria Perfil de Extragio Esfregasso
ou l9A secretorio citocinas de soro
Coproantigeno v
Hemograma
¢ Relacéo Crpta x Vilosidade TGF-B Testes Sorologia
e Infiltrado inflamatdrio :E’\LY Bioquimicos
e Celulas caliciformes IL-6
] . ] IL-11 v v
Para laminas de intestino IL-12
delgado IL-17 Albumina Dosagem sérica de
Colesterol total IgE, 1gG e IgA
Glicemia
Proteina total
Triglicérides
Insulina
Calcio
Fosfatase alcalina
TGO
TGP
Cortisol
PCR
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Tabela 4 — Glicemia.

Anexo 4

SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP p
GLICEMIA_DO 55,35 6,39 37,49 3,38 0,027
GLICEMIA D7 61,05 6,60 39,02 6,65 0,034
GLICEMIA D14 29,40 4,30 21,21 3,38 0,157
GLICEMIA D21 62,55 4,96 45,62 4,55 0,021
GLICEMIA D28 75,24 4,52 66,57 3,00 0,132
GLICEMIA D35 54,53 4,75 39,07 2,31 0,011
Tabela 5 — Proteinas totais.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
PROTEINAS_TOTAIS_DO 7,43 0,58 7,59 0,45 0,574
PROTEINAS_TOTAIS_D7 5,36 0,39 7,09 0,35 0,005
PROTEINAS_TOTAIS_D14 5,35 0,30 6,00 0,26 0,118
PROTEINAS _TOTAIS_D21 5,70 0,17 5,47 0,21 0,409
PROTEINAS_TOTAIS_D28 5,38 0,32 5,41 0,33 1,000
PROTEINAS_TOTAIS_D35 6,43 0,26 6,60 0,23 0,609
Tabela 6 — Albumina.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
ALBUMINA_DO 1,84 0,07 1,96 0,07 0,240
ALBUMINA_D7 2,38 0,11 2,86 0,11 0,008
ALBUMINA_D14 3,33 0,14 3,77 0,12 0,030
ALBUMINA_D21 3,33 0,14 3,77 0,12 0,030
ALBUMINA_D28 3,55 0,09 3,33 0,11 0,161
ALBUMINA_35 2,91 0,17 2,96 0,14 0,827
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Tabela7-TGO / AST.

SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
TGO_DO 180,95 20,65 141,33 11,93 0,119
TGO_D7 106,54 9,97 113,49 11,28 0,652
TGO_D14 129,24 6,24 125,13 14,16 0,794
TGO_D21 119,01 11,86 105,54 6,67 0,339
TGO_D28 89,68 4,64 108,69 3,44 0,005
TGO_D35 85,14 571 90,70 5,65 0,500
TGO_D42 106,19 512 99,51 7,30 0,466
TGO_D49 89,95 4,57 88,44 6,72 0,852
TGO _D63 103,42 6,53 111,73 9,41 0,755
Tabela8 - TGP/ ALT.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
TGP_DO 55,52 4,82 43,55 3,87 0,073
TGP_D7 29,13 3,48 39,14 2,96 0,046
TGP_D14 63,43 5,95 60,31 4,90 0,092
TGP_D21 48,49 5,25 61,04 10,20 0,442
TGP_D28 44,47 3,10 37,35 4,21 0,195
TGP_D35 46,65 5,27 35,81 6,21 0,205
TGP_D42 50,46 4,99 39,63 3,04 0,130
TGP_D49 26,49 1,39 48,74 5,18 0,001
TGP D63 53,28 5,47 64,55 8,36 0,345
Tabela 9 — Fosfatase alcalina.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
FOSFATASE_ALCALINA _DO 245,99 16,45 230,95 14,87 0,509
FOSFATASE_ALCALINA_D7 145,65 15,94 147,19 10,77 0,937
FOSFATASE_ALCALINA D14 120,80 11,09 104,75 5,43 0,215
FOSFATASE_ALCALINA D21 81,27 574 73,85 3,38 0,284
FOSFATASE_ALCALINA_D28 114,66 13,20 124,94 12,57 0,582
FOSFATASE_ALCALINA D35 98,66 6,78 86,00 8,30 0,257
FOSFATASE_ALCALINA D42 79,86 4,76 72,21 1,62 0,151
FOSFATASE_ALCALINA D49 66,01 2,81 57,91 3,13 0,075
FOSFATASE_ALCALINA D63 49,91 4,99 35,00 1,34 0,029
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Tabela 10 — Colesterol total.

SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
COLESTEROL_TOTAL_DO 75,11 8,00 86,37 3,74 0,226
COLESTEROL_TOTAL_D7 61,05 4,27 67,37 4,99 0,352
COLESTEROL_TOTAL_D14 79,88 4,89 93,30 6,80 0,132
COLESTEROL_TOTAL_D21 110,74 7,58 100,50 8,50 0,384
COLESTEROL_TOTAL_D28 106,39 10,82 78,19 4,29 0,028
COLESTEROL_TOTAL_D35 79,18 3,74 70,20 3,65 0,100
Tabela 11 — Triglicérides.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
TRIGLICERIDES_DO 195,53 19,41 252,54 16,73 0,043
TRIGLICERIDES_D7 193,47 17,82 220,48 18,09 0,305
TRIGLICERIDES_D14 161,63 12,41 169,82 14,68 0,667
TRIGLICERIDES_D21 298,48 28,65 232,99 42,53 0,222
TRIGLICERIDES_D28 299,50 20,21 207,98 31,14 0,027
TRIGLICERIDES_D35 132,69 16,78 128,99 9,13 0,645
Tabela 12 — Insulina.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
INSULINA DO 0,38 0,11 0,85 0,17 0,035
INSULINA D7 0,88 0,13 2,08 0,12 <0,001
INSULINA D14 0,10 0,00 0,10 0,00 1,000
INSULINA D21 1,73 0,38 1,70 0,17 0,953
INSULINA D28 0,88 0,12 1,73 0,29 0,010
INSULINA_D35 0,48 0,16 0,53 0,10 0,799
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Tabela 13 — Cortisol.

SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP P
CORTISOL_DO 18,13 ,62 10,08 2,26 0,021
CORTISOL_D7 23,90 1,01 20,50 1,69 0,161
CORTISOL_D14 29,83 1,53 23,75 1,75 <0,001
CORTISOL_D21 14,33 1,90 17,58 2,95 0,721
CORTISOL_D28 18,85 2,46 29,85 1,17 0,002
CORTISOL_D35 22,18 141 21,47 0,92 0,442
Tabela 14 — Calcio.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP p
CALCIO_DO 6,25 0,59 6,01 0,49 0,758
CALCIO_D7 6,09 0,53 6,88 0,36 0,241
CALCIO D14 10,59 0,75 10,29 0,72 0,773
CALCIO_D21 12,38 0,68 10,86 0,38 0,0763
CALCIO_D28 13,05 0,88 5,55 0,85 <0,001
CALCIO_D35 5,30 0,97 3,34 0,74 0,130
CALCIO_D42 10,16 0,63 9,80 1,06 0,721
CALCIO_D49 11,14 0,83 8,30 0,73 0,025
CALCIO_D63 7,73 0,78 7,29 1,18 0,694
Tabela 15 - PCR.
SEXO
FEMEA MACHO
Média DP Média DP p
PCR_DO 0,10 0,00 0,10 0,00
PCR_D7 0,10 0,00 0,10 0,00
PCR_D14 0,10 0,00 0,10 0,00
PCR_D21 0,10 0,00 0,10 0,00
PCR_D28 0,19 0,01 0,10 0,00
PCR_D35 0,10 0,00 0,12 0,02
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Anexo 5

Valores de referéncia (Meriones unguiculatus)
Fonte: http://www.geocities.ws/materialvet/clinica/dadossemiologicos.html
Consulta em 19/09/2016

Temperatura corporal: De 37 a 38,5 °C.

Numero de cromossomos: 44 em células diploides e 22 em células haploides.
Consumo de alimento por dia: De 5 a 8 g/100 g.

Consumo de &gua por dia: De 4 a 7 ml/100 g.

Cio pos-parto: Fértil.

Frequéncia respiratoria: 90 movimentos respiratorios por minuto.

Consumo de oxigénio por hora: 1,4 mi/g.

Frequéncia cardiaca: 360 batimentos por minuto.

Volume sanguineo: De 66 a 78 ml/Kg.

Eritrocitos: De 8 a 9 milhdes/mm3. De 2 a 16/1000 hemacias de eritrocitos com pontos
basofilicos.

Reticuldcitos: De 21 a 54/1000 hemacias.

Hematocrito: De 43 a 49 %.

Hemoglobina: De 12,6 a 16,2 g/100 ml.

Leucocitos: De 7 a 15 mil/mm3. De 5 a 34 % de neutrofilos, de 60 a 95 % de linfocitos,
de 0 a 4 % de eosinofilos, de 0 a 3 % de mondcitos e de 0 a 1 % de basdfilos.
Plaquetas: De 400 a 600 mil/mm3.

Proteina sérica: De 4,3 a 12,5 g/100 ml.

Albumina: De 1,8 a 5,5 mg/100 ml.

Globulinas: De 1,2 a 6 mg/100 ml.

Glicose sérica: De 50 a 135 mg/100 ml.

Nitrogénio sanguineo: De 17 a 27 mg/100 ml.

Creatinina: De 0,6 a 1,4 mg/100 ml.

Bilirrubina total: De 0,2 a 0,6 mg/100 ml.

Colesterol: De 90 a 150 mg/100 ml.

Calcio serico: De 3,7 a 6,2 mg/100 ml.

Fosfato sérico: De 3,7 a 7 mg/100 ml.
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ANnexo 6

Acido-leucina-arginina glutdmico ou ELR para abreviar

Os dois residuos cisteina N-terminais de quimioquinas CXC (ou a-quimioquinas)
sdo separados por um aminoacido, representado neste nome com um "X". Ha 17 quimiocinas
diferentes CXC descritas em mamiferos, que sdo subdivididas em duas categorias, 0s que tém
uma sequéncia especifica de aminoacidos (ou motivo) de acido-leucina-arginina glutamico
(ou ELR para abreviar) imediatamente antes da primeira cisteina da CXC motivo (ELR-
positivo), e aqueles sem um motivo ELR (ELR-negativo). Quimiocinas CXC ELR-positivos
induzem especificamente a migracdo de neutréfilos, e interagem com o0s receptores de
guimiocina CXCR1 e CXCR2. Um exemplo de uma quimioquina CXC ELR-positivo é
interleucina-8 (IL-8), o que induz neutréfilos a sairem da corrente sanguinea e entrarem no
tecido circundante.
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