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RESUMO

Atualmente, o nimero de individuos obesos no mundo tem atingido proporcées alarmantes, o
que tem chamado muita atencdo devido as alteracdes metabolicas, imunoldgicas e ainda, a
maior susceptibilidade a doencas infecciosas que a obesidade pode desencadear. Nos ultimos
anos tem surgido estudos gque buscam esclarecer qual o impacto da adiposidade também nas
infecgBes parasitarias. Entretanto, ainda ndo existem estudos sobre a associacdo entre
obesidade e giardiase, a parasitose mais frequente em paises desenvolvidos e com elevada
prevaléncia em paises em desenvolvimento. Como a prevaléncia de ambas as doencas se
sobrepde em diversas areas, € importante avaliar se esta parasitose seria influenciada pelas
debilidades na resposta imunoldgica de hospedeiros obesos. Foram utilizados 42 gerbils,
machos, com idade média de 25 semanas, distribuidos em 6 grupos, com 7 animais cada:
Controle (CT), Controle Infectado por 1 semana (CTIN) e Controle Infectado por 2 semanas
(XCTIN), recebendo dieta com 68%, 7% e 20% de calorias provenientes de carboidratos,
lipideos e proteinas, respectivamente; Obeso (OB), Obeso Infectado por 1 semana (OBIN) e
Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), com dieta contendo 42%, 37,5% e 20% de calorias
provenientes de carboidratos, lipideos e proteinas, respectivamente. Na 10? semana de
experimento, os animais dos grupos CTIN, XCTIN, OBIN e XOBIN foram infectados com
Giardia lamblia, oralmente, permanecendo infectados por 7 ou 14 dias, conforme o grupo,
guando todos animais foram eutanasiados e coletados sangue, intestino delgado, tecido
adiposo, figado, baco e contetdo fecal. Os animais foram pesados semanalmente utilizando-se
balanca com escala. A avaliacdo bioquimica, as dosagens séricas de glicemia, proteinas totais,
albumina, colesterol e triglicerideos foram determinadas por ensaio enzimético. As dosagens
de citocinas foram feitas por ELISA. A determinacdo dos lipides hepaticos e fecais foi
realizada conforme descrito por Folch e colaboradores. A avaliacdo do estresse oxidativo
baseou-se na dosagem da concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, na
dosagem de catalase e de superdxido dismutase. Para andlise histologica, a porgdo proximal
do intestino delgado, uma fracdo do figado e do tecido adiposo epididimal foram coletadas,
fixadas e destinadas a obtencdo de cortes e coloracdo com Hematoxilina & Eosina. A altura
das vilosidades, profundidade de criptas e area total ocupada por gordura foram calculadas
através do software KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss. Os resultados foram
expressos em médiaterro padrdo, utilizando-se os testes de Shapiro-Wilk, para verificar a
normalidade da amostra e a Analise de Variancia, seguida do teste de Newman-Keuls ou de
Dunn para comparacdo entre 0s grupos experimentais. Utilizou-se o programa Prisma versdo
6.0, considerando-se um nivel de significancia de 5%. Observou-se que os gerbils obesos
apresentaram maior peso corporal, dos pesos relativos do tecido adiposo e do figado,
dislipidemia, maior deposicdo hepatica de gordura total, colesterol e triglicerideos, além da
alteracdo da producdo de adipocinas, tornando-o bom modelo para o estudo desta patologia
associada ou ndo a infeccdo parasitaria. A infeccdo por G.lamblia nos animais controle
acarretou em lesdo nas vilosidades e criptas intestinais, aumento de inflamacdo na submucosa
e maior expressdo de citocinas no intestino, principalmente na primeira semana de infecgéo.
Além disso, provocou maior inflamacéo no tecido adiposo e deposigdo de lipides no figado
que se reestabeleceram na semana seguinte. Em obesos, ndo houve aumento de IL-2, 5 e 6
suficientemente permanente para conter a infec¢do, causando maior lesdo no intestino e mais
estresse oxidativo no figado. Os grupos OBIN e XOBIN apresentaram ainda maior excre¢ao
de lipides nas fezes e XOBIN menor peso e adiposidade. Gerbils sdo modelos efetivos para
estudo da obesidade induzida pela dieta. Além disso, a obesidade induzida pela dieta
ocasionou alteragfes imunoldgicas e morfométricas em varios tecidos dos gerbils que
prejudicaram a contengédo do processo infeccioso por G. lamblia.



ABSTRACT

Nowadays, the number of obese people in the world has reached alarming proportions, which
has brought so much attention because of the metabolic, immunological and the increased
susceptibility to infectious diseases that obesity can trigger. In recent years, the number of
studies that seek to clarify the impact of adiposity also in parasitic infections have been
increasing. However, there are no studies on the association between obesity and giardiasis,
the most frequent parasitic disease in developed countries with a high prevalence in
developing countries. As the prevalence of both diseases overlap in many areas, it is
important to evaluate if this parasitosis would be influenced by the weaknesses in the immune
response of obese hosts. 42 gerbils, males with a mean age of 25 weeks were used, divided
into 6 groups with 7 animals each: control (CT), Infected Control for 1 week (CTIN) and
Infected Control for 2 weeks (XCTIN), receiving diet with 68%, 7% and 20% of calories from
carbohydrates, lipids and proteins, respectively; Obese (OB), Obeso Infected for 1 week
(OBIN) and obese Infected for 2 weeks (XOBIN) with diet containing 42%, 37.5% and 20%
of calories from carbohydrates, lipids and proteins, respectively. In the 10th week of the
experiment, the animals of the groups CTIN, XCTIN, OBIN and XOBIN were orally infected
with Giardia lamblia, and remain infected for 7 or 14 days, according to the group, when all
animals were euthanized and collected blood, small intestine, adipose tissue, liver, spleen and
fecal contents. The animals were weighed weekly using scale. For biochemical evaluation,
serum glucose, total protein, albumin, cholesterol and triglycerides were determined by
enzymatic assay. Cytokines dosages were performed by ELISA. The determination of liver
and fecal lipids was performed as described by Folch et al. The evaluation of oxidative stress
was based on the determination of the concentration of thiobarbituric acid reactive substances
and the dosage of catalase and superoxide dismutase. For histological analysis, the proximal
portion of the small intestine, a fraction of liver and epididymal adipose tissue were collected,
fixed and intended for obteaining sections and staining with Hematoxylin & Eosin. The villus
height, crypt depth and the total area occupied by fatty liver were calculated using the KS300
software from the Carl Zeiss image analyzer. The results were expressed in mean + standard
error, using the Shapiro-Wilk test to verify the normality of the sample, and analysis of
variance, followed by Newman-Keuls or a Dunn's test for comparisons between experimental
groups. We used the Prism version 6.0, considering a 5% significance level. It was observed
that obese gerbils showed higher body weight, relative weight of adipose tissue and liver,
dyslipidemia, increased hepatic deposition of total fat, cholesterol and triglycerides in addition
to changed adipokines production, making it a good experimental model for this disease with
or without parasitic infection. G.lamblia infection in control animals resulted in intestinal villi
and crypts injury, increase submucosal inflammation and increased expression of cytokines in
the intestine, especially in the first week of infection. Furthermore, it caused increased
inflammation in adipose tissue and lipid deposition in the liver that reestablished the
following week. In obese, there was no permanent increase in IL-2, 5 and 6 sufficiently to
contain the infection, causing greater damage in the intestine and more oxidative stress in the
liver. The OOBIN and XOBIN groups still showed a higher excretion of lipids in feces and
XOBIN lower weight and adiposity. Gerbils are effective models for the study of obesity
induced by diet. In addition, the diet-induced obesity caused immunological and histological
changes in various tissues of gerbils that impaired the containment of the G. lamblia infection.



1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas quatro décadas, um mundo onde a prevaléncia de desnutri¢do era
mais que o dobro de obesidade, tornou-se um mundo no qual o numero de individuos obesos
tem atingido proporcGes alarmantes, superando o nimero de pessoas abaixo do peso a nivel
global, exceto em partes da Africa subsaariana e da Asia (NCD-RisC, 2016). Mudancas nos
padrbes sociais, comportamentais e econdmicos ocorridos desde a década de 70, foram
responsaveis por modificacbes nos costumes da populacdo em todo o mundo, levando ao
aumento indiscriminado da ingestdo de alimentos altamente energéticos, ricos em gordura e
acucares e ao aumento de inatividade fisica, devido a natureza cada vez mais sedentaria de
muitas formas de trabalho, das mudancas nos modos de transporte e da crescente urbanizacéo
(Popkin et al, 2012).

1.1.  Obesidade: defini¢éo e epidemiologia

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define sobrepeso e obesidade como o
acumulo de gordura anormal ou excessivo que podem prejudicar a saude, causado
essencialmente por um desequilibrio energético entre as calorias consumidas e as calorias
gastas (WHO, 2016). Anteriormente, a obesidade era considerada um problema de saude de
paises com rendimento elevado, entretanto, 0 excesso de peso esta agora em ascensao em
paises de baixa e média renda, especialmente em ambientes urbanos. Nos paises em
desenvolvimento, com economias emergentes (classificados pelo Banco Mundial como paises
de renda média e baixa), a taxa de aumento de sobrepeso e obesidade na infancia tem sido

superior a 30% em comparagdo com paises desenvolvidos (Popkin et al, 2012).

Segundo dados mais atuais da OMS, a obesidade mais do que duplicou desde 1980 em
todo o0 mundo. Em 2014, mais de 1,9 bilh&o de adultos, com 18 anos ou mais, estava acima do
peso, 0 que representa 39% dos adultos, ou seja, mais de 1/3 da populacdo mundial. Destes,
mais de 600 milhdes, ou 13%, eram obesos (WHO, 2016). De semelhante modo, em 2014, 41
milhdes de criangas com menos de cinco anos de idade estavam acima do peso ou obesas, 0
que merece grande atencdo, uma vez que cerca de 55% das criancas obesas permanecem
obesas na adolescéncia, cerca de 80% dos adolescentes obesos ainda serdo obesos na idade
adulta e cerca de 70% serdo obesos com mais de 30 anos (WHO, 2016; Simmonds et al,

2016). Por estes motivos, a obesidade ja é considerada uma pandemia pela OMS, sendo que a
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maior parte da populacdo mundial vive em paises onde o excesso de peso e a obesidade

matam mais pessoas do que o baixo peso (WHO, 2016).

Dentre todos os obesos do mundo, mais de 50% estdo concentrados em apenas dez
paises, sendo o Brasil um deles (Marie et al, 2014). Pesquisas nacionais recentes, demonstram
que esta elevada prevaléncia de obesos no pais, € reflexo de habitos de vida pouco saudaveis
como sedentarismo, demonstrado pela pouca préatica de atividade fisica, além de consumo
abusivo de alcool e maus habitos alimentares (IBGE, 2014). Dentre as criangas com menos de
dois anos de idade, 60,8% consomem doces, como bolo e biscoitos e 32,3% consomem
refrigentes e sucos artificiais. Ja entre os adultos, o consumo de alimentos naturais e saudaveis
nas quantidades ideais ainda estd muito aquém do recomendado, enquanto a ingestdo abusiva
(mais de cinco vezes por semana) de gorduras, doces e alimentos industrializados, esta além
do ideal (BRASIL, 2015).

O aumento mundial de individuos obesos vem instigando muita atencdo, uma vez que
a obesidade esta altamente associada ao maior risco de desenvolvimento da sindrome
metabolica, que é caracterizada por obesidade central, resisténcia a insulina, dislipidemia,
hipertensdo e esteatose hepatica ndo-alcodlica (EHNA) (Lumeng & Saltiel, 2011). A
obesidade e as doencas metabolicas associadas, estdo entre as mais comuns e deletérias
doengas que afetam mais de 50% da populacdo adulta (Wellen & Hotamisligil, 2005).
Acredita-se que é a inflamacdo induzida pela obesidade que contribui para o desenvolvimento
de muitas destas doencas cronicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2, aterosclerose, doencas
hepéticas e algumas formas de cancer (Lumeng & Saltiel, 2011; Gregor & Hotamisligil,
2011). Por essas razfes, este aumento desenfreado nos numeros mundiais de individuos

obesos tem sido tdo preocupante.

1.2. O tecido adiposo e o sistema imunoldgico

O tecido adiposo humano é dividido em tecido adiposo marrom e tecido adiposo
branco. O primeiro é um tecido regulamentar importante, presente em abundancia nos
primeiros anos de vida e responsavel pela manutencdo da temperatura corporal e do gasto de
energia em todo o corpo (Hibi et al, 2016). Ultimamente, tem sido revelado que humanos
adultos também tem tecido adiposo marrom ativo que apresenta papel protetor contra a
obesidade e diabetes através da regulacéo da termogénese induzida pelo frio (Matsushita et al,
2014). Assim como o tecido adiposo marrom, o tecido adiposo branco foi, por muitos anos,
considerado exclusivamente um tecido de armazenamento de energia. No entanto, em décadas
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passadas, seu papel como 6rgdo multifuncional atuando ndo apenas como relevante depdsito
de energia, mas também com importantes fungdes enddcrinas e imunologicas, foi amplamente
demonstrado (Fhuhbeck et al, 2001, Tilg & Moschen 2006). Além de adipocitos, que sdo o
tipo de célula mais abundante no tecido adiposo branco, este tecido contém também pré-
adipdcitos, células endoteliais, fibroblastos, leucocitos e macrofagos (Sanchez et al, 2005,
Kanneganti & Dixit 2012).

Em mamiferos obesos, o aumento dos depdsitos de gordura branca é devido a
hiperplasia e hipertrofia de seus adipdcitos (Dulloo et al, 2010). Estas células, sdo as
principais do tecido adiposo responsaveis pela ativacao e liberacdo de adipocinas como a IL-
6, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a leptina, a adiponectina e quimiocinas como a
CCL2, também conhecida como proteina quimiotatica de mondcitos-1 (ou MCP-1, do inglés
Monocyte Chemoattractant Protein 1) (Fantuzi 2005). Nas fases iniciais da expansdo do
tecido adiposo, estas funcdes podem ser afetadas por uma série de fenbBmenos como o estresse
oxidativo, hipdxia e a sub-regulacdo de algumas quimiocinas, levando o organismo a assumir
um padrao pré-inflamatdrio que podera afetar o funcionamento adequado de diversos tecidos
(Wellen & Hotamisligil, 2005). Assim, com a progressao da obesidade, ha ainda o
recrutamento e ativacdo de outras células do sistema imunolégico como os macréfagos que,
por sua vez, sofrem polarizagdo de fenotipo modificando seu perfil anti-inflamatorio,
composto por macréfagos M2 ou “classicamente ativados” para o perfil pro-inflamatério, de
macrofagos M1 ou "alternativamente ativados”, aumentando a secrecdo de varias citocinas
pro-inflamatorias mas, principalmente, TNF-o (Lumeng 2007; Gregor 2011). Outras fontes
desta importante citocina além dos macréfagos recrutados, sdao os macréfagos do proprio
tecido adiposo dos individuos obesos que, depois de ativados, sdo fonte adicional desta
citocina e de outros mediadores soltveis (Xu et al, 2003; Fantuzzi 2005). Uma vez que 0s
macrofagos estdo presentes e ativos no tecido adiposo, em conjunto com os adipécitos e
outros tipos de células locais, pode-se perpetuar um ciclo vicioso de recrutamento de
macrofagos e producdo de citocinas pré-inflamatorias (Fantuzzi 2005).

O TNF-a induz a liberagao de &cidos graxos livres (AGLSs) dos adipdcitos via lipolise
(Cawthorn & Sethi, 2008) que, por sua vez, estimulam fortemente a producdo de TNF-a nos
macrofagos (Klop, Elte & Cabezas, 2013). Esta interacdo paracrina entre adipdcitos e
macrofagos constitui um “ciclo vicioso” acelerando ainda mais a inflamagdo do tecido
adiposo, promovendo ainda, seus efeitos inibitorios sobre a sinalizacdo de insulina e o
metabolismo de energia (Clemente-Postigo et al, 2011). A grande maioria (> 90%) dos
macrofagos presentes, encontra-se em torno de adipdcitos mortos, onde parecem estar

reabsorvendo os restos de lipideos destas células, formando as denominadas estruturas
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semelhantes a coroas (do inglés, Crown-Like Structures — CLS), que sdo uma medida direta
da infiltracdo dessas células no tecido adiposo e, consequentemente, da inflamacéo do mesmo
(Cinti et al, 2005).

Além do reconhecido aumento nos niveis de TNF-a no tecido adiposo de individuos
obesos, héd ainda aumento na concentracao de outras adipocinas pro-inflamatorias, incluindo
as interleucinas 6 (IL-6) e IL-1p, dentre outras (Jung & Choi, 2014). A IL-6, parece inibir a
sinalizacdo da insulina sistemicamente, desempenhando também, um papel importante no
desenvolvimento de resisténcia a insulina na obesidade, tanto em experimentos in vivo como
in vitro (Bastard el al, 2002). Ja a citocina IL-1p, juntamente com TNF-a, pode induzir o
aumento da sintese e da liberagcdo de leptina (Paz-Filho et al, 2012), adipocina envolvida na
regulacdo da homeostase da energia, inibindo o apetite e estimulando o gasto energético (St-
Pierre & Tremblay, 2012). No entanto, os niveis circulantes de leptina e sua expressdo no
tecido adiposo sdo aumentados em individuos obesos, provavelmente devido a existéncia de

resisténcia a leptina (Myers et al, 2010).

Em contrapartida, a reducdo da producdo das adipocinas anti-inflamatérias, como a
adiponectina, € também caracteristico da obesidade induzida pela dieta. Em condicBes
normais, esta citocina é amplamente produzida pelo tecido adiposo e atua, principalmente,
promovendo a ativacdo da proteina quinase ativada por Adenosina Mono Fosfato (AMPK),
que fosforila enzimas estimuladoras da glicolise, da gliconeogénese e da beta oxidacdo de
lipideos no figado e no musculo esquelético, além de induzir a expressdo de IL-10, em
macrofagos M2 (van Stijn et al, 2015). Além disso, a adiponectina também induz a ativacéao
da lipase lipoprotéica (LPL), aumentando assim a secrecdo de VLDL pelo figado e a reducéo
dos niveis de triglicérides no plasma (Yamauchi et al, 2002). A diminuicdo da adiponectina
poderd levar também a menor producdo de IL-10 no entanto, seus niveis plasmaticos
diminuidos em individuos obesos podem ser reestabelecidos com a perda de peso, bem como

a sensibilidade a insulina (Golubovi¢ et al, 2013).

Assim como a expressdo de citocinas, adipocinas e quimiocinas, a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ou ROS, do inglés Reactive Oxigen Species) sofre alteraces
durante a obesidade. O desequilibrio entre a producdo de ROS e a capacidade do sistema
biologico em prontamente desintoxicar os intermediarios reativos ou facilmente reparar o
dano resultante dessa producdo excessiva, € denominado estresse oxidativo (Winterbourn
2008). A producéo de ROS ocorre em condicdes fisioldgicas e em muitas doencas, causando
dano direto ou indireto em diferentes 6rgéos. Tem sido relatado que a obesidade, bem como

dietas ricas em gorduras e carboidratos, podem induzir um aumento significativo de estresse
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oxidativo sistémico, 0 que esta associado a producdo irregular de adipocinas (Le Lay et al,
2014). Em contraste, marcadores de defesa antioxidantes sdo reduzidos de acordo com a
diminuicdo da adiposidade corporal e visceral (Chrysohoou et al, 2007, Hartwich et al, 2007).
Assim, quando a obesidade persiste durante um longo periodo de tempo, as fontes de
antioxidantes podem estar atenuadas, com baixa atividade de enzimas tais como superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Amirkhizi et al, 2007).

Outra alteracdo sistémica relacionada a obesidade € o desenvolvimento de esteatose
hepética ndo alcoolica (EHNA) (Tarantino et al, 2010). Durante este agravo, 0s hepatécitos
ficam mais suscetiveis as toxinas bacterianas intestinais, a disfuncdo mitocondrial, a apoptose
desregulada, ao estresse oxidativo, a acdo de citocinas e adipocinas pré-inflamatorias, a
disfuncdo mitocondrial, a ativacdo de fatores pro-fibrogénicos e de células estreladas
hepéticas, que contribuem para a progressdo da doencga e o surgimento de cirrose hepética
(Tilg & Moschen, 2010; Tarantino et al, 2010; Polyzos et al, 2012). As doencas do figado
gorduroso ndo alcodlicas, dentre as quais esta incluida a esteatose, sdo importante problema
de saude publica devido a alta prevaléncia em todo o mundo, variando de 11% a 46% (Angulo
2007, Lazo & Clark 2008, Williams et al, 2011). A prevaléncia aumenta para 58% em
individuos com excesso de peso e pode chegar a 98% em individuos obesos ndo-diabéticos
(Machado et al, 2006).

O figado desempenha papéis importantes no metabolismo lipidico, como a captagéo de
AGLs para sintese, armazenamento e secrecao de lipidios. Qualquer alteracdo em um destes
processos pode levar ao desenvolvimento de EHNA (Musso et al, 2009). Na obesidade, o
aumento da producdo de TNF-a, oriundo do tecido adiposo, provoca uma liberacdo
descontrolada de AGLs dos adipdcitos via lipolise (Clemente-Postigo et al, 2011) que, além
de provocar alteracdes plasmaticas, contribui fortemente com o acumulo de lipideos no figado
(Donnelly et al, 2005), excedendo a capacidade de depuracdo do tecido, via - oxidagdo ou
pela liberacdo de triglicerideos (Bradbury et al, 2004; Polyzos et al, 2012). Em obesos, a
incapacidade da insulina em suprimir a lip6lise, como consequéncia da resisténcia a insulina,
resulta em aumento da lipolise no tecido adiposo, exacerbando a liberacdo de acidos graxos
livres e o influxo dos mesmos diretamente para o figado via veia porta (Roden, 2006). Além
disso, como j& foi dito previamente, hd uma menor oxidagdo destes AGLs no figado, uma vez
que ndo h& ativacdo suficiente de AMPK, ja que os niveis de adiponectina sdo menores
(Yamauchi et al, 2002).

Todas as alteracOes decorrentes da expansdo do tecido adiposo sobre as células do

sistema imunoldgico podem conduzir o organismo a uma inflamacdo local e sistémica
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(Fhuhbeck et al, 2001, Tilg & Moschen 2006), conduzindo individuos obesos a alteracéo de
funcdo do sistema imune, quando comparados com individuos de peso adequado, levando-os
a maior susceptibilidade a doencas infecciosas (Marti et al. 2001, Smith et al. 2007, Moulin et
al. 2009, Karlsson et al. 2010).

1.3.  Obesidade e Microorganismos

Os campos de pesquisa investigando a associacdo entre infeccbes e patdgenos
ambientais com a obesidade, tem emergido nos ultimos anos, devido a potencial interferéncia

que poderiam ter em individuos obesos (Hegde & Dhurandhar, 2013).

O aumento do indice de Massa Corporal (IMC) tem sido associado com maior risco
para diversas infeccGes bacterianas e virais como infecgdes periodontais (Ylostalo et al,
2008), infeccdo gastrica por Helicobacter pylori (Perdichizzi et al, 1996) e infec¢do pelo
herpes simplex virus 1 (Karjala et al, 2011) assim como com o0 aumento da susceptibilidade
(Mancuso 2010) e piora de infeccbes pulmonares por Klebsiella (Mancuso 2002) e
Streptococcus pneumoniae (Hsu et al, 2007). Outros estudos também demostraram maior
carga pulmonar de Mycobacterium tuberculosis (Wieland et al, 2005) e eliminacéo tardia de
Mycobacterium abcessus em camundongos obesos (Ordway et al, 2008) apds desafio com o

patdgeno.

Pesquisas realizadas com camundongos submetidos a dieta indutora de obesidade,
demonstraram que nestes animais hd maior morbidade e mortalidade durante a infeccédo
primaria ou secundéria pelo virus influenza (Smith et al, 2007, Smith et al, 2009), reduzida
atividade de células natural killer (NK) e de células dendriticas e prejuizo na funcdo de células
T CD8+ (Smith et al, 2007, Smith et al, 2009, Karlsson et al, 2010), quando comparados ao
grupo de animais saudaveis. Em humanos, tem sido demonstrado que a obesidade esta
associada a maior morbidade e mortalidade ap6s a infeccdo com a cepa pandémica do virus
HIN1 (Jain & Chaves, 2011), resultando em maior nimero de hospitaliza¢cdes (Kwong et al,
2011) e maiores complicacGes respiratdrias em criancas (Akiyama et al, 2011). Além disso,
varios estudos relataram a obesidade como fator de risco independente para infecgdes pos-

operatorias (Potapov et al, 2003, Davenport et al, 2009).
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1.4. Obesidade e Parasitoses

Da mesma maneira que o estudo da relacdo entre obesidade e microrganismos, como
virus e bactérias, tem ampliado na Ultima década, a associa¢do entre 0 excesso de peso e
parasitoses também tem ganhado espago. Duas vertentes sdo consideradas: o agravamento da
infeccdo decorrente das alteracdes advindas do tecido adiposo e a possivel modulacdo da

adiposidade pelos parasitos, atenuando suas consequéncias.

Robert et al. (2008), trabalhando com camundongos C57BL/6, machos, silenciados
para o gene de expresséo da leptina (ob/ob) e infectados com Plamodium bergei cepa ANKA,
demonstraram que estes animais ndo desenvolveram malaria cerebral, apresentando aumento
progressivo da parasitemia e anemia grave com morte apds 18-25 dias, enquanto os animais
do grupo controle infectados desenvolveram sindromes neuroldgicas rapidas e morte em 6
dias. Estes autores sugeriram que tal efeito “protetor” da obesidade poderia ter sido causado
pela auséncia de leptina que os animais “ob/ob” apresentam, uma vez que este hormonio ¢ um
mediador da resposta inflamatoria exacerbada. Em contraste com estes resultados,
pesquisadores utilizando camundongos obesos induzidos por glutamato monossddico,
infectados com Plamodium bergei cepa ANKA, mostraram que 0s animais obesos morreram
antes dos controles. Estes autores associaram este fato a elevada producdo de citocinas pro-
inflmatorias que, mesmo levando a eliminacdo do parasito, estaria acelerando o dano cerebral

e assim, causando a morte dos animais (de Carvalho et al, 2015).

Semelhantemente, estudo associando obesidade induzida por dieta e camundongos
infectados por Trypanosoma cruzi, mostrou que este parasito € um potente fator de risco para
a progressdo de desordens imunometabdlicas associadas a obesidade, como diabetes e
aterosclerose (Cabalén et al, 2016).

Na mesma linha, a infeccdo por Leishmania infantum chagasi ocasionou nos
camundongos obesos maior carga parasitaria no figado e no baco, aumento de citocinas pro-
inflamatorias e diminuicdo de citocinas anti-inflamatorias no tecido adiposo, bago e figado,
sugerindo que a obesidade possa interferir nas respostas imunoldgicas oriundas de agentes

patogénicos, prejudicando a imunidade protetora anti-Leishmania (Sarnaglia et al, 2016).

Em seres humanos, um estudo feito com criangas, demonstrou que aquelas que tinham
infeccdo moderada a grave por Entamoeba coli apresentaram maior circunferéncia de cintura,
maior relagédo cintura-altura, e maior adiposidade corporal e abdominal que as crian¢as ndo

infectadas ou com pouco grau de infeccdo (Zavala et al., 2015).
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Outro trabalho realizado em Munigue, Alemanha, com 999 adultos de ambos 0s sexos,
entre 18-80 anos, encontrou titulos de Imunoglobulina G (IgG) anti Toxoplasma gondii
significativamente mais elevados em individuos obesos, em comparagdo com individuos ndo-
obesos (Reeves, 2013).

Em contrapartida, estudo realizado com camundongos infectados por Nippostrongylus
brasiliensis, demonstrou que os animais alimentados com dieta rica em gordura e infectados
com o parasito, tiveram redugdo no peso corporal e na adiposidade, melhora no metabolismo
de glicose, regressdo da esteatose hepética, além de mudanca do fendtipo dos macréfagos do
tecido adiposo, caracterizado por maior expressdo de marcadores de macrofagos tipo M2
(Yang et al., 2013).

Por fim, dados recentes associando dietas hiperlipidicas e infeccdo por Schistosoma
mansoni em roedores, demonstram que a infecgéo crénica reduziu o ganho de peso corporal, o
ganho de tecido adiposo, e o0 tamanho dos adipécitos. Reduziu também a resisténcia a agdo da
insulina e modificou o fenétipo de macréfagos para o tipo M2 no tecido adiposo. Acredita-se
gue os helmintos possam apresentar efeitos metabdlicos positivos em obesos, pela inducéo da
resposta imunologica do tipo Th2, reduzindo a inflamacdo crbnica de baixo grau,

caracteristica da obesidade (Hussaarts et al, 2015).

Mesmo com 0s inumeros estudos associando parasitoses e obesidade que vém
surgindo nos ultimos cinco anos, até o presente momento, ndo h& nenhuma pesquisa
relacionando giardiase a obesidade. Apesar do impacto clinico da giardiase ser bem conhecido
em criancas (Newman et al, 2001, Demirci et al, 2003, Carvalho-Costa et al, 2007, Matos et
al, 2008, Al-Mekhlafi et al, 2010, Nkrumah & Nguah, 2011, Jalio et al, 2012) e em individuos
imunossuprimidos (Feitosa et al, 2001, Bachur et al, 2008, Gongalves et al, 2009, Cardoso et
al, 2011), seu impacto em individuos obesos ou com sobrepeso é desconhecido, ndo havendo

evidéncias que estabelecam a obesidade como fator agravante ou protetor da doenca.

1.5. Giardiase: definicéo e epidemiologia

Dos microorganismos eucariotos pertencentes ao reino Protista, 0os protozoarios do
género Giardia merecem consideravel atencdo devido a sua patogenicidade, especialmente
em criangas e animais jovens (Thompson 2000, Koot et al, 2009). A giardiase, infeccdo
intestinal causada pela Giardia lamblia, € uma das parasitoses mais comuns em todo o
mundo, presente tanto em paises desenvolvidos (CDC 2010) como naqueles em
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desenvolvimento (Dib et al, 2008). Estima-se que, ocorram cerca de 280 milhdes de casos
sintométicos por ano (Lane & Lloyd 2002, Alia & Hilla, 2003) que, quando decorrentes em
criancas, podem acarretar perdas nutricionais intensas, levando a deficits cognitivos e de
crescimento graves (Niehaus et al, 2002, Berkman et al, 2003). Devido a sua alta prevaléncia
e sintomatologia, a doenca foi incluida na Iniciativa de Doencas Negligenciadas pela
Organizacao Mundial de Saiude em 2004 (OMS) (Savioli et al, 2006).

A giardiase é uma doenga disseminada em todo o mundo. A resisténcia do cisto,
mantendo-o por periodos prolongados no meio ambiente, aliada & sua capacidade de
propagacdo em reservatorios antropondticos (Thompson & Monis 2012) e zoonéticos (Feng
& Xiao 2011), e a baixa dose infecciosa (Araujo et al, 2008), possibilitam que a infeccdo
ocorra até mesmo em regides repletas de recursos. Em grande parte dos paises ricos, a G.
lamblia é um dos parasitos intestinais mais comumente identificados, alcangando taxas de
prevaléncia entre 2-5% (Horman et al, 2004, CDC 2010), sendo a causa mais frequente de
surtos epidémicos de diarréia, relatados nos Estados Unidos (Baldursson & Karansis, 2011).
Na Asia, Africa e América Latina, onde aproximadamente 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, pois contribui de forma substancial para a
geracdo de adultos com déficit no desenvolvimento fisico e cognitivo (Bussatti et al, 2009),

bem como com outras sequelas a longo prazo (Halliez & Buret, 2013; Hanevik et al, 2014).

No Brasil, a prevaléncia da doenca varia conforme a localidade, as populacdes estudadas e
a metodologia empregada no estudo, sendo a faixa etaria mais atingida a de lactentes e pré-
escolares, constituindo-se, nessa popula¢do, um sério problema de salde publica. Estudos
avaliando a ocorréncia de giardiase em criancas de varias regides brasileiras mostraram que
embora a prevaléncia desta parasitose tenha diminuido na ultima década, ainda permanece
elevada variando de 4,7% a 27,5% (Carvalho-costa et al, 2007a, Pereira et al, 2007, Basso et
al, 2008, Machado et al, 2008, Menezes et al, 2008, Korkes et al, 2009, Tashima et al, 2009,
Moreno et al, 2010, Santos et al, 2012). Analises mais recentes, utilizando métodos de
diagnosticos moleculares (Boadi et al, 2014), ndo s6 reiteraram a ampla gama de variabilidade
nos resultados de infecgbes por Giardia em pacientes pediatricos (Muhsen & Levine, 2012),
como também revelaram que a exposi¢cdo ao parasito pode ser muito maior do que as
estimativas baseadas em técnicas microscopicas (Liu et al, 2014). Sendo assim, é possivel que
apesar das estimativas existentes, possivelmente a prevaléncia da infeccdo em todo o mundo

seja ainda muito substimada.
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1.6. Taxonomia e Nomenclatura

Os parasitos deste género pertencem ao filo Sarcomastigophora, a classe
Zoomastigophora, ordem Diplomonadida, familia Hexamitidae. Foram primeiramente
observados por Antoine van Leeuwenhoek em 1681, ao examinar as proprias fezes ao
microscopio (Dobell 1920) entretanto, foi apenas em 1859 que Lambl descreveu
detalhadamente o protozoario que pensava pertencer ao género Cercomonas, dando-lhe o
nome de Cercomonas intestinalis (Lambl 1859). Em 1882, Kunstler utilizou pela primeira vez
0 nome Giardia para 0 género, ao descrever um microorganismo de girinos. Em 1888,
Blanchard sugeriu 0 nome Lamblia intestinalis, que Stiles, em 1902, mudou para Giardia
duodenalis. Posteriormente, Kofoid e Christiansen propuseram os nomes G. lamblia no ano
de 1915 e G. enterica em 1920, permanecendo-se por alguns anos as controversias a respeito
do real nimero de espécies existentes no género. Com base em critérios morfolégicos, Simon,
em 1922, distinguiu as espécies G. lamblia e G. muris, aceitando o nome G. lamblia para a
forma de ocorréncia em humanos, nomenclatura que se tornou amplamente aceita até a
década de 1970. Desde os anos 1980, alguns pesquisadores tem incentivado o uso do nome G.
duodenalis, e na década de 1990, o nome G.intestinalis tem sido incitado por outros
investigadores (Kulda & Nohynkova, 1996). No entanto, ainda ndo parece haver razédo
suficiente para abandonar o termo G. lamblia, amplamente aceito na literatura médica e

cientifica.

A partir da segunda metade do século XX, diversas espécies do género Giardia foram
descritas, baseados na especificidade de hospedeiro, e ndao em critérios morfologicos,
conforme proposto por Filice (1952). Sendo assim, com base na morfologia dos parasitos,
atualmente séo reconhecidas apenas as espécies Giardia muris e Giardia microti parasitando
roedores, Giardia agilis que infecta anfibios, Giardia psittaci, parasito de periquitos, Giardia
ardea, que infecta garcas azuis e Giardia lamblia que infecta aves, a maioria dos mamiferos e

é a responsavel pela doenca em humanos (Thompson et al, 2000).

Todos os isolados pertencentes a espécie G. lamblia sédo parasitos de mamiferos e
apresentam pouca variagdo na sua morfologia, no entanto, demonstram alteracGes genéticas
que podem conferir variagdo antigénica e a alta especificidade de hospedeiro, encontradas em
cada uma delas, sendo inicialmente distribuidos em oito gendtipos diferentes (A-H) (Adam et
al, 2013). As linhagens A e B sé@o as responsaveis pela infeccdo humana, mas também séo
encontradas em uma ampla variedade de mamiferos. Sugere-se que a linhagem B possa causar

sintomatologia mais grave que a A, porém, tais dados ainda sdo controversos, uma vez que
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ndo apenas os fatores relacionados ao parasito, mas também caracteristicas relacionadas ao
hospedeiro, como o estado imunoldgico, por exemplo, estdo envolvidos na patogénese da
doenga (Hanevik et al, 2007, Cotton et al, 2011). As linhagens remanescentes apresentam
hospedeiros mais restritos, sendo C e D encontradas em canideos, E em gado, F em gatos, G

em roedores €, a mais recente encontrada, linhagem H, em focas (Thompson & Monis, 2012).

Nos Gltimos anos, a discussdo a respeito da taxonomia de Giardia tem sido novamente
tomada, uma vez que anélises moleculares tém mostrado que as observagdes dos primeiros
taxonomistas estavam corretas. Uma série de espécies foi mais uma vez reconhecida, de
acordo com a especificidade de hospedeiro e potencial zoonotico: G. duodenalis, antigo
gendtipo A, infectando seres humanos e uma ampla variedade de mamiferos; G. enterica,
antigo genotipo B, infectando seres humanos, outros primatas, caes, gatos, e algumas espécies
de animais selvagens; G. canis, antigos genétipos C/D, infectando cées e outros canideos; G.
bovis, substituindo gendtipo E, infectando gado e outros animais de casco; G. cati, no lugar
do genotipo F, infectando felinos e G. simondi, ao invés de gendétipo G, infectando ratos
(Thompson & Monis, 2012). O uso dos diferentes nomes de espécies propostos vem
ganhando maior aceitacdo a cada dia, no entanto, ndo foi adotado neste trabalho.

1.7. Formas Evolutivas

Os protozoarios causadores da giardiase apresentam-se sob duas formas morfoldgicas
distintas: os cistos e os trofozoitos. O cisto, forma infectante da doenca, apresenta um formato
ovoide, contendo em seu interior, quatro ndcleos, um numero variavel de fibrilas (ou
axonemas de flagelos) e corpos escuros no formato de virgula, que representam primordios do
disco adesivo (Adam 2001). A parede cistica é composta de uma camada exterior
protofilamentosa e uma camada interna membranosa, formada, principalmente, por
carboidratos (principalmente N-acetilgalactosamina) e proteinas, que lhe atribuem resisténcia

e protecdo as mais adversas alteracGes de ambiente e temperatura (Aguilar-Diaz et al, 2011).

O trofozoito, forma morfoldgica responsavel pela manifestagdo da patologia, apresenta
formato de gota, com simetria bilateral, medindo de 12-15 pum de comprimento, 5-9 pum de
largura e 1-2 pm de espessura (Carranza & Lujan, 2010). Apresenta um citoesqueleto
complexo, responsavel pela conservacdo do formato do parasito e por ancorar 0s quatro pares
de flagelos, emergentes do corpo celular em suas faces anterior, posterior, ventral e caudal,

responsaveis por conferir motilidade ao parasito (Ankarklev et al, 2010). Esta forma, é
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constituida ainda por dois nucleos, 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 0s corpos medianos sejam importantes na
nucleacdo do parasito, como reserva de microtibulos e na biogénese do disco ventral (Piva &
Benchimol, 2004) sua fungdo ainda é desconhecida. Em sua face ventral, os trofozoitos
apresentam uma estrutura unica do género denominada disco ventral, adesivo ou suctorial,
uma organela que possibilita a adesdo do parasito a diferentes estruturas, inclusive ao epitélio
intestinal do hospedeiro (Palm et al, 2005, Carranza & Lujan, 2010). Esta estrutura esta ligada
a membrana plasmatica por microfibrilas compostas por a e B-tubulinas, proteinas contrateis e
proteinas do citoesqueleto denominadas giardinas (Palm et al, 2005). Estudos ja
demonstraram que alteracdes na composicdo do disco ventral, diminuem a capacidade e a
forca de adesdo do parasito, comprovando que esta estrutura € indispensavel para 0 mesmo
(Woessner & Dawson, 2012). Isso porque, uma vez que 0s protozoarios do género Giardia,
possivelmente, ndo invadem os tecidos do hospedeiro, o estabelecimento da doenga depende
em grande parte, da capacidade do trofozoito em aderir ao epitélio intestinal, sendo assim, o
disco ventral é uma organela de suma importancia para o sucesso deste processo (Carranza &
Lujan, 2010).

1.8. Transmisséo e Ciclo da Doenca

A transmissdo da giardiase ocorre predominantemente de forma indireta, pela ingestdo de
agua ou de alimentos contaminados com cistos viaveis (Adam 2001). No entanto, nos Gltimos
anos, a transmissdo direta, pelo contato pessoa-pessoa, tem adquirido grande importancia,
tornando-se muito comum, principalmente entre individuos frequentadores ou residentes de
instituicGes como asilos, creches ou orfanatos, quando as condi¢des sanitarias e de higiene séo
inadequadas (Abe & Teramoto, 2012). Ademais, casos de transmissdo sexual entre homens
homossexuais, se tornaram notorios em nacgdes desenvolvidas, como em muitos paises da
Europa e nos Estados Unidos da América, onde a giardiase ja é reconhecida como doenca

sexualmente transmissivel (Shelton 2004, Escobedo et al, 2014).

Ap0s a contaminagdo com os cistos vidveis pelos hospedeiros susceptiveis, inicia-se entdo

o ciclo biolégico do parasito. A elevada resisténcia da parede cistica, que permite a

permanéncia do cisto no ambiente por longos periodos (Aguilar-Diaz et al, 2011), associada a

pequena quantidade de cistos necessarios para estabelecer a infeccdo (Aradjo et al, 2008),
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tornam a contaminacdo por Giardia lamblia bastante provavel. Os cistos, que no ambiente
encontravam-se em estado de dorméncia, rapidamente tornam-se metabolicamente ativos,
iniciando a excistacdo (Adam 2001). Pouco é conhecido a respeito dos mecanismos
moleculares envolvidos neste processo, entretanto, sabe-se que o gatilho desencadeador para a
sinalizacdo intracelular € o meio acido estomacal (Lauwaet et al, 2007). Em seguida, na
primeira porgdo do intestino delgado, ao entrar em contato com proteases pancreéticas, como
a tripsina e a quimiotripsina, ocorre o estimulo final para o rompimento cistico (Aguilar-Diaz
2011). Surge entdo, 0 excizoito, uma forma transitoria entre o cisto e o trofozoito, que difere
dessa ultima pela auséncia do disco adesivo e por conter quatro nucleos tetraploides
(Ankarklev et al, 2010). Esta forma intermediéria divide-se duas vezes, sem que ocorra
replicacdo do material genético, originando quatro trofozoitos com dois nucleos diploides,
cada (Bernander et al, 2001). Os trofozoitos se replicardo por divisdo binaria, colonizando
rapidamente o intestino delgado, preferencialmente nas porcdes proximais, como o duodeno
(Ankarklev et al, 2010). Para seu desenvolvimento e replicagdo, os trofozoitos absorvem
nutrientes presentes na luz intestinal, sendo a glicose fonte de energia primaria, podendo

também utilizar aminoéacidos e colesterol do hospedeiro (Adam 2001).

Tipicamente, os trofozoitos ndo invadem o tecido intestinal nem causam ulceracGes,
habitando apenas no Iimen e nas microvilosidades do intestino (Chin et al, 2002; Troeger et
al, 2007; Buret 2008). No entanto, raros relatos das décadas de 60, 70 e 80, tem mostrado
trofozoitos no interior da mucosa e submucosa (Brandborg et al, 1967; Saha & Ghosh, 1977;
Fleck et al, 1985). Fato este, averiguado recentemente em um relato de caso humano e em
modelo animal, demonstrando o potencial invasivo que trofozoitos de Giardia podem
apresentar (Martinez- Gordillo et al, 2014; Reynoso-Robles et al, 2015). Apesar disso, quando
as condicdes deixam de ser propicias para o crescimento do parasito, inicia-se 0 processo de
encistamento. E multipla a natureza do estimulo desencadeador do processo, que leva a
expressao de polipeptideos e sintese de polissacarideos necessarios para a producéo da parede
cistica (Aguilar-Diaz 2011). Desde a década de 90, a privacdo de colesterol vem sendo
adotada como fator suficientemente necessario para induzir a diferenciagéo dos trofozoitos em
cistos, uma vez que o parasito ndo é capaz de sintetizar colesterol de novo (Lujan et al, 1996).
No entanto, a alteragdo do pH, parece ser de extrema relevancia (Adam 2001). Os trofozoitos
que estdo ligados aos enterdcitos, estdo sob uma camada de muco que mantém o
microambiente proximo ao pH neutro. Quando o epitélio intestinal é renovado, os trofozoitos
sdo desprendidos no Iumen intestinal, e deverdo se mover vigorosamente contra o

peristaltismo para conseguirem se ligar novamente a novos enterdcitos. Se ndo conseguem e
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permanecem no lumen, sdo expostos a um pH suavemente alcalino que levard ao
encistamento (Lauwaet et al, 2007). Além desses fatores, ainda permanece incerto o papel dos
acidos biliares como estimulo para inducdo dos trofozoitos a sua forma de resisténcia (Adam
2001, Lauwaet et al, 2007, Carranza & Lujan, 2010). Assim, apds se desprender e ser
carreado para as porcdes finais do intestino, ocorre a formacdo do cisto, que sera liberado
juntamente com as fezes do hospedeiro infectado, permitindo que o parasito sobreviva fora do
hospedeiro, e resista as condi¢cdes adversas que o ambiente externo lhe porporcionara,

perpetuando assim, o ciclo da doenca (Carranza & Lujan, 2010).

1.9.  Manifestacdes Clinicas e Resposta Imunoldgica do Hospedeiro

Geralmente sdo necessarios cerca de 6 a 15 dias apds a contaminacdo, para que o parasito
estabeleca a infeccdo (Hawrelak 2003). As manifestacdes clinicas entre os individuos sdo de
expressao muito varidvel, podendo apresentar desde casos assintomaticos até casos
sintomaéticos classicos (Adam 2001). Além disso, por razdes pouco claras, alguns individuos
podem desenvolver sequelas crénicas, incluindo déficit cognitivo e de crescimento (Niehaus
et al, 2002; Berkman et al, 2003), sindrome do intestino irritdvel pds-infeccao e fadiga cronica
(Hanevik et al, 2014), além de complicacBes extra-intestinais (doencas oculares, artrite,

alergias e miopatias), mesmo apdés a eliminacdo completa do parasito (Halliez & Buret, 2013).

A variacdo nas manifestacdes clinicas procede de causas multifatoriais, envolvendo
tanto fatores relacionados ao hospedeiro, como ao parasito (Cotton et al, 2011) e ainda, pode
diferir conforme as regifes geogréaficas (Hollm-Delgado et al, 2008; Ward 2009; Siwila et al,
2010). A linhagem da espécie de Giardia pode influenciar muito na gravidade da doenca. Em
estudos realizados na década de 80, com voluntarios humanos, foi observado maior
sintomatologia da giardiase naqueles infectados com a cepa axénica GS/M, pertencente a
linhagem B o0 que, posteriormente, fora novamente reproduzido experimentalmente em
roedores (Nash et al, 1987; Byrd et al, 1994). Em modelos in vitro, ja se demonstrou também
que as alteracOes nas células epiteliais sdo dependentes da cepa (Chin et al, 2002) e que, 0 co-
cultivo de duas linhagens causou mais apoptose celular e rompimento das juncdes firmes do
que as linhagens A ou B isoladas (Koh et al, 2013). Em humanos, apesar das tentativas de se
associar a sintomatologia a uma linhagem especifica, os resultados tem sido inconclusivos
(Pestechian et al, 2014; Puebla et al, 2014). Uma justificativa para este fato é a possibilidade

de infeccOes heterdlogas ou até mesmo a recombinacéo inter-linhagens, demonstrado pela
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proporcdo substancial de amostras com resultados mistos encontradas em estudos que

utilizam genotipagem multilocus (Laishram et al, 2012; Broglia et al, 2013).

Em individuos sintomaéticos, a infeccdo pode causar desidratagdo, colica e inchago
abdominal, ma digestdo, méa absorcdo, diarréia secretdria, explosiva e fétida as vezes com
eliminacdo de gordura (esteatorréia) e, consequentemente, perda de peso (Buret 2008). Apesar
dos estudos histoldgicos da mucosa do intestino delgado, muitas vezes ndao demostrarem
nenhuma anormalidade aparente, o aumento de infiltrados linfocitarios e a diminuicdo da
razdo vilosidade:cripta foram descritos em algumas criangas (Koot et al, 2009), além da
presenca de inflamacdo em alguns adultos tanto na infec¢do aguda (Hanevik et al, 2007) como

na cronica (Troeger et al, 2007).

A forte ligacdo entre lectinas presentes na superficie da Giardia e carboidratos
presentes na superficie das células epiteliais, pode levar a apoptose de enterdcitos e a perda de
funcdo da barreira intestinal, especialmente nos individuos com giardiase crénica, que néo
foram diagnosticados e tratados adequadamente (Chin et al, 2002; Panaro et al, 2007; Jenkins
et al, 2009). As células epiteliais estdo unidas em sua parte apical pelas juncdes firmes, que
impedem o influxo de antigenos por vias paracelulares. As proteinas das juncdes firmes, como
as claudinas e ocludinas, estdo ligadas as zonulas de oclusdo (ZO), que sdo pontes para 0
citoesqueleto de actina e filamentos de miosina. A passagem anormal de microrganismos e de
seus produtos pela camada epitelial, devido a alteracGes das juncGes firmes, esta associada a
diversos estados de doenca, incluindo a giardiase (Yu et al, 2012). A manutencdo da barreira
epitelial do hospedeiro durante a giardiase, varia de acordo com a cepa e, apesar de algumas
infeccbes ndo causarem alteracbes nestas jungdes, muitas causam rompimento de
componentes do complexo juncional apical (incluindo F-actina, ZO-1, claudina-1, e a-actina),
resultando em aumento da permeabilidade intestinal (Teoh et al, 2000; Scott et al, 2002;
Cotton et al, 2011). Concomitantemente, a desrregulacéo na apoptose das células epiteliais do
intestino, durante a giardiase em humanos, também contribui para os prejuizos na barreira da
mucosa (Troeger et al, 2007). Diferentes cepas de Giardia tem apresentado varidveis funcoes
na inducdo da apoptose de enterdcitos, sendo que atividades proteoliticas do parasito estdo
envolvidas neste processo (Chin et al, 2002). Quando a perda de funcéo da barreira intestinal
ocorre, ha aumento da permeabilidade intestinal e encurtamento difuso das microvilosidades
epiteliais, que podera levar a reducdo na secregdo de dissacaridases (Solaymani-Mohammadi
& Singer, 2010) e hipersecrecdo de anions, contribuindo com os prejuizos na absor¢do de
lipideos (Bansal et al, 2005), vitaminas lipossoluveis (Saki et al, 2011), zinco e ferro (Demirci

et al, 2003), vitamina B12, sodio (Buret 2008) e demais manifestagcdes clinicas da doenca
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(Jimenez 2004; Buret 2008; O’Hara & Buret, 2008; Koot et al, 2009). Alem disso, 0 aumento
do peristaltismo intestinal, resultante da degranulacdo de mastocitos (Li et al, 2007) ou da méa
absorcdo de nutrientes e eletrélitos, que cria um gradiente osmético atraindo agua para o
Iimen intestinal (Troeger et al, 2007), também pode contribuir com as manifestacGes clinicas

observadas na giardiase.

Além da degradacdo de proteinas envolvidas nas junc@es epiteliais causadas direta ou
indiretamente pela Giardia (Cotton et al, 2011), que contribue para os danos na doenga, a
competicdo por nutrientes entre o parasito e as proprias células epiteliais, pode gerar prejuizos
a mucosa. Estudos in vitro demonstraram que o parasito € capaz de consumir a arginina
luminal, ao ponto de suprimir o ciclo celular das células intestinais (Stadelmann et al, 2013).
Além disso, como forma de escape da defesa imunolégica do hospedeiro, os trofozoitos de G.
lamblia utilizam as enzimas arginina deaminase (ADI) e ornitina carbamil transferase (OCT)
no metabolismo de arginina, esgotando-a do meio, impedindo a producédo de éxido nitrico. No
entanto, uma vez que a deplecdo de arginina pode induzir a apoptose em linhagens de células
humanas, esse mecanismo € sugerido como uma das maneiras de inducdo da apoptose
desencadeada diretamente pelo parasito (Ringqvist et al, 2008). Considerando-se que as
células epiteliais utilizam arginina para crescimento, este fato explicaria porque em situacées
gue levam a escassez deste nutriente, como a desnutricdo protéica, ha aumento da
susceptibilidade ao encurtamento das vilosidades durante a infec¢do por Giardia (Ventura et
al, 2013). Tem sido demonstrado também que as infec¢cBes por Giardia lamblia iniciam a
sinalizacdo apoptoética extrinseca, via ativacdo da caspase-8, que ocorre ap0s a ativacdo de
caspase-6 e 3 (Panaro et al, 2007). No entanto, ainda é necessario mais estudo para determinar
se a ativacdo da caspase-8 na giardiase é direta e/ou ocorre devido a ativacdo caspase-6 e-3.
Como resultado do aumento da permeabilidade das membranas resultante da apoptose, ha
liberacdo de citocromo c, que por sua vez ativa as caspase-9 e -3, subsequentemente (Slee et
al, 1999). Assim, a diarréia que ocorre durante a infeccdo é provavelmente o resultado de uma
disfuncdo da barreira epitelial, que causa ma absorcdo de nutrientes e hipersecrecdo de anions
(Buret et al, 1992; Troeger et al, 2007).

Neste contexto, deve-se ressaltar que o sistema imunolégico do hospedeiro
desempenha um papel fundamental nas varias manifestacdes da giardiase (Eckmann 2003). A
resposta imune do hospedeiro nesta doenca é complexa e tem sido extensivamente revisada,
produzindo avancos significativos na compreensdo das respostas inata e adaptativa contra o
parasito (Solaymani-Mohammadi & Singer, 2010; Cotton et al, 2011; Lopez-Romero et al,
2015). O sistema imune inato é a primeira e mais rapida linha de defesa ndo especifica contra
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a colonizacao por patdgenos. Ao colonizar as por¢des mais proximais do intestino delgado
(duodeno e jejuno), um ambiente hostil para a sobrevivéncia de microorganismos, devido as
altas concentragdes de enzimas digestivas e bile, a Giardia se depara com as primeiras
barreiras encontradas para sua colonizacdo (Eckmann 2003). Para proteger as células
epiteliais destas enzimas digestivas, hd a secrecdo de muco pelas células caliciformes
epiteliais intestinais que, além disso, impedem o acesso de agentes patogénicos, incluindo a
Giardia, ao epitélio (Roxstrom-Lindquist et al, 2006; Solaymani-Mohammadi & Singer
2010). Somado a isso, hd o fato de que as celulas intestinais se renovam a cada 3-5 dias,
fazendo com que a Giardia deva, constantemente, desaderir e aderir ao epitélio, evitando ser
aprisionada pelo muco, como também, eliminada pelo movimento peristaltico (O’Hara &
Buret 2008).

A microbiota intestinal também deve ser considerada uma obstaculo contra a infeccdo
por Giardia, uma vez que pode limitar o crescimento do parasito por meio de diversos
mecanismos, incluindo a concorréncia por nutrientes, a liberacdo de substancias inibitdrias, a
toxicidade direta e a inducdo de respostas imunoldgicas (Berrilli et al, 2012). Estudos em
modelos experimentais tem demonstrado que o uso prévio ou concomitante de probidticos
(Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei) na infeccdo por Giardia, aumentou
significativamente a producdo de enzimas anti-oxidantes e de dissacaridases intestinais
(Goyal et al, 2013). Além disso, 0 uso destes microrganismos restaurou a morfologia do
intestino, reduzindo a gravidade e duracdo da giardiase (Shukla et al, 2012; Goyal et al, 2013).
Com isso, sugere-se que a microbiota comensal ndo s6 tem um efeito anti-Giardia, mas
também protege e preserva a integridade do intestino durante a infeccdo (Goyal & Shukla,
2013). Sendo assim, diferencas na composicdo de espécies microbianas entre individuos
poderiam explicar a variabilidade na manifestacdo da doenca e na susceptibilidade a infeccdo
por Giardia lamblia (Solaymani-Mohammadi & Singer 2010).

Concomitantemente as barreiras mecéanicas descritas, as barreiras quimicas, como 0s
peptideos antimicrobianos (PAM) e o Oxido nitrico, também estdo envolvidas na defesa do
hospedeiro na giardiase (Lopez-Romero et al, 2015). Os PAM, pequenos peptideos com
amplo espectro de atividades microbicidas, sdo produzidos por varias células hospedeiras,
incluindo as células de Paneth e classificados de acordo com sua estrutura, em defensinas,
catelicidinas e histaminas (Ayabe et al, 2004). Estudos demonstraram que as defensinas
derivadas de células de Paneth e a catelicidina de neutr6filos poderiam reduzir a viabilidade
dos trofozoitos de Giardia (Aley et al, 1994; Ayabe et al, 2004). O 6xido nitrico (NO) €
produzido enzimaticamente a partir da L-arginina, pela enzima 6xido nitrico sintase, que pode
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existir em trés isoformas diferentes: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e indutivel (iNOS),
sendo a Gltima, a mais expressa pelas células epiteliais intestinais, induzida por citocinas e
produtos microbianos (Eckmann 2003). Ja foi relatado que pacientes infectados com Giardia
apresentam aumento dos niveis de NO (Matowicka-Karna et al, 2011), sendo este composto
responsavel tanto pela inibicdo do processo de excistacdo como também pela inducdo de um
efeito citostatico sobre os trofozoitos de G. lamblia, como demonstrado em estudos in vitro
(Eckmann et al, 2000). No entanto, apesar dos potenciais efeitos do NO nos trofozoitos, o
parasito desenvolveu estratégias para evasdo deste mecanismo de defesa do hospedeiro,
consumindo a arginina, como ja descrito anteriormente (Eckmann et al, 2000; Ringqvist et al,
2008) e, assim, inibindo a producgdo de iINOS pelas celulas epiteliais intestinais (Stadelmann
etal, 2013),

Além das barreiras relatadas, algumas células do sistema imune inato podem atuar direta
ou indiretamente contra G. lamblia. Os mastdcitos, atualmente reconhecidos como células
efetoras da resposta imunitaria contra varios parasitos, desempenham um papel significativo
na resposta imune protetora contra a Giardia, principalmente pela sintese de IL-6, uma vez
que esta citocina promovera a diferenciacdo das células B em plasmacitos, conduzindo ao
desenvolvimento de respostas humorais de IgA (Merluzzi et al, 2010). Além disso, a
degranulacdo dos mastdcitos, promovendo a contracdo muscular, pode agir em sinergismo

com o 6xido nitrico, induzindo o peristaltismo (Li et al, 2007).

Muitas outras células podem estar envolvidas na resposta imune na giardiase, apesar de
pouco se saber sobre o seu envolvimento durante a doenca, como as células M, captadoras
seletivas de macromoléculas, especializadas em carrear antigenos do limen intestinal para 0s
tecidos linféides dentro da mucosa (Blumberg et al, 1999). Estas células poderiam transportar
antigenos especificos de Giardia para placas de Peyer, incitando a acdo de linfocitos T e B.
Assim como as células M, macré6fagos, neutréfilos e eosinéfilos também ndo tem sua fungéo
plenamente determinada contra Giardia. Alguns estudos descreveram um ligeiro aumento na
populacdo de macrdfagos na lamina propria de camundongos infectados, considerando-os
possiveis células reguladoras (Maloney et al, 2015). Ja em relacdo aos neutréfilos, o aumento
do infiltrado foi observado como consequéncia indireta da invasdo microbiana para a mucosa,

em modelo experimental (Chen et al, 2013).

Em contrapartida, as células dendriticas (DC, do inglés Dendritic Cells), desempenham
papel extremamente importante no controle da giardiase, sendo consideradas um elo entre a

resposta imune inata e adaptativa. Estas células expressam proteinas das juncGes-firme,
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permitindo estabelecer ligagcbes com celulas endoteliais intestinais, estendendo seus
prolongamentos celulares para o limen intestinal, o que possibilita que antigenos especificos
de Giardia sejam detectados (Rescigno et al, 2001). Uma vez ativadas, as DC podem ainda
supra-regular a expressdo de proteinas das juncdes firmes, permitindo a abertura das juncdes
firmes para sua passagem e migracdo para outros locais como os nodulos linfaticos de
drenagem, levando a inducdo de mecanismos imunes adaptativos (Castro-Sanchez & Martin-
Villa 2013). Uma vez que a Giardia, possivelmente, ndo invade epitélios, essa seria uma
explicacdo plausivel para a capacidade de que o parasito possui em induzir anticorpos locais e
sistemicos, além da resposta das células T (Jimenez et al, 2004). Além disso, a presenca do
protozoario pode ativar a maturacdo das DC, levando & liberacdo de citocinas
imunomoduladoras (Lee et al, 2014). Dentre elas, a mais importante a se destacar é a IL-6,
uma citocina pro-inflamatéria que induz respostas celulares inatas e também medeia a
ativacdo de células B em células IgA secretorias e de células T em células Th17 (Kimura et al,
2007; Scheller et al, 2011). Camundongos deficientes em IL-6 ndo sdo capazes de eliminar o
parasito, além de apresentarem respostas das citocinas intestinais alteradas, mesmo com niveis
normais de IgA (Bienz et al, 2003). Embora haja muitas fontes dessa citocina, a IL-6 derivada
das DC e fundamental para a eliminacdo da Giardia, provavelmente porque a producao inicial
de IL-6 por DC ¢ importante para a diferenciacdo de células T, sendo a presenca de IL-6
durante o contato inicial entre DC e células T, um determinante chave do tipo de resposta que

se segue (Kamda et al, 2012).

Além de IL-6, outras citocinas também parecem estar envolvidas na reposta imune na
giardiase. A IL-17 tem sido demonstrada como uma citocina essencial para supressao da
infeccdo, como foi observado em um estudo no qual camundongos knockout para o receptor
da citocina (IL-17RA), foram incapazes de eliminar o parasito (Dreesen et al, 2014). Sugere-
se que a IL-17 atue sinergicamente com IL-6 no desenvolvimento das células TCD4+ Th17,
desencadeando os primeiros mecanismos imunes adaptativos (Grit et al, 2014; Dreesen et al,
2014). Por mecanismos ainda desconhecidos, 0 TNF-a também parece ser importante para
eliminar o parasito, uma vez que camundongos deficientes desta citocina retardaram a
eliminacdo do patogeno (Zhou et al, 2007). Apesar de elevados em alguns modelos de
infeccdo (Solaymani-Mohammadi & Singer, 2011), o IFN- y e a IL-4 ndo parecem ser
absolutamente necessarios para depurar a Giardia, tendo em vista que ja foi certificado que
camundongos deficientes nestas citocinas foram capazes de eliminar o parasito normalmente
(Singer & Nash, 2000). No entanto, em humanos, niveis séricos elevados de IFN- vy, IL-4,

bem como IL-5, foram correlacionadas com maior duracdo da infeccdo por G. lamblia,
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enquanto niveis elevados de IL-8 foram associados com infecgdes mais curtas (Long et al,
2010). A elevacéo de outras citocinas circulantes, como IL-2, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-22
e IL-23 também ja foi reportada, tanto em humanos como em animais (Bayraktar et al, 2005;
Kamda & Singer, 2009; Matowicka-Karna et al, 2009; Matowicka-Karna et al, 2011;
Solaymani-Mohammadi & Singer, 2011; Obendorf et al, 2013; Jimenez et al, 2014).

Se 0s mecanismos da imunidade inata ndo sdo capazes de eliminar o patdgeno, sua
permanéncia no hospedeiro ird desencadear entdo a resposta imune adaptativa. Tanto a
resposta imune humoral como a celular desempenham importante papel na eliminacdo da
Giardia. Estudos efetuados em humanos e em modelos experimentais demonstraram que
infeccOes secundarias, ap0s a exposicdo inicial ao parasito, levaram ao desenvolvimento de
imunidade ou a um menor grau de dano patoldgico ao epitélio (Solaymani-Mohammadi &
Singer 2010).

Estudos realizados em modelos animais demostraram que a participacdo das células T
estaria associada a contencgdo da progressdo da doenca, uma vez que a deplecdo de células T
CD4" em animais resultou em giardiase cronica (Hanevik et al 2011). Sugere-se que as
células TCD4+ possam agir cooperativamente induzindo a ativacdo de células B e a
maturacao e diferenciacdo de plasmacitos, para produzir imunoglobulinas especificas e mais
eficientes (Singer & Nash 2000; Lopez-Romero et al, 2015). Além de participarem
efetivamente na eliminacdo do parasito, as células T estdo também associadas com o processo
patoldgico nas membranas apicais de enterdcitos durante a giardiase. A ativacao de linfécitos
intraepiteliais, formados principalmente por células T CD8*, esta relacionada com a lesdo
tecidual na mucosa intestinal, contribuindo ainda mais com o encurtamento difuso das
microvilosidades da borda em escova e com a sindrome de ma absor¢do, por mecanismos nao
totalmente elucidados, mas que envolvem seus efeitos citotoxicos (Scott et al, 2000, 2004;
Troeger et al, 2007). Sendo assim, enquanto as células TCD4" sdo importantes mediadores na
eliminacdo da Giardia, as células T CD8+ estdo envolvidas com a imunopatologia da doenca,
indicando que as células T desempenham um papel duplo durante a giardiase.

Mesmo diante das evidéncias sobre o papel das células T na prote¢do imunoldgica contra
a giardiase, observagOes clinicas sugerem que a resposta humoral é essencial. Grande parte
dos estudos realizados em modelos experimentais sugere que a principal defesa do organismo
hospedeiro contra o parasito ¢ a producdo de imunoglobulina A (IgA), que provocaria o
desprendimento dos trofozoitos do epitélio, deslocando-0s com o peristaltismo, ao invés de
ocasionar sua morte direta (Eckmann 2003). Em pacientes portadores de imunodeficiencia

variavel comum (hipogamaglobulinemia), foi encontrada maior prevaléncia de cistos de
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Giardia e maior sintomatologia do que naqueles com deficiéncia de linfocitos T (com aplasia
avancada do timo ou Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (Oksenhendler et al, 2008).
Também foi observado que, em criancas, a deficiéncia de respostas de IgA esté relacionada
com diarréia e infeccdes persistentes por Giardia (Char et al, 1993). Em modelos animais, 0s
resultados de infeccBes experimentais demonstram que a maior parte dos genes expressos nas
anélises de mRNA, esta relacionada com a producdo de anticorpos (Tako et al, 2013), ao
mesmo tempo que camundongos knockout para IgA, apresentaram dificuldade em eliminar o

parasito.

Portanto, o controle da giardiase pelo hospedeiro, envolve inicialmente barreiras
quimicas e mecanicas e em seguida, a resposta imune celular eliquibrada, incluindo a
liberacdo de citocinas, assim como a resposta humoral da mucosa e anticorpos especificos

contra antigenos do parasito.

1.10. Modelo Experimental

O estudo dos mecanismos pelos quais a obesidade induz disfuncdes fisioldgicas pode ser
facilitado pela utilizacdo de modelos animais, especialmente roedores, devido a grande
similaridade e homologia entre os genomas destes com seres humanos (Panchal & Brown,
2011; Nilsson et al, 2012). Atualmente, numerosos modelos experimentais de obesidade séo
descritos na literatura, devido a mutacdes genéticas, neuroenddcrinas ou dietéticas (Von
Diemen et al, 2006). A escolha do melhor modelo depende do objetivo do estudo, sendo 0s
principais utilizados, os modelos genéticos ou alimentares. As alteracdes genéticas podem ser
classificadas como monogénicas e sdo devidas a mutacBes nos tecidos periféricos. Estes
modelos sdo particularmente importantes quando existem genes homologos no homem
(Marques-Lopes et al, 2004). Camundongos deficientes em leptina (ob/ob) e deficientes do
receptor de leptina (db/db) sdo amplamente utilizados para estudos de obesidade e diabetes
tipo I, demonstrando resisténcia a insulina, hiperleptinemia, hiperfagia e niveis extremamente
elevados de glicose no plasma, a partir de 6-10 semanas de idade (Zhang et al, 1994). Outro
modelo animal que apresenta alteragdes genéticas no gene do receptor de leptina é o rato
obeso Zucker (fa/fa) (Phillips et al, 1996). Este rato é hiperfagico e apresenta um gasto
energético reduzido, deposicdo preferencial de lipidos no tecido adiposo, levando ao
desenvolvimento de uma obesidade pronunciada numa fase inicial da vida (White & Martin,
1997). No entanto, estes animais tém niveis glicémicos normais e ndo desenvolvem diabetes
evidente (Artifiano & Castro, 2009). Outro modelo amplamente utilizado s&o os camundongos
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com uma mutagdo no cromossomo que sintetiza o peptideo relacionado com a proteina agouti
(AGRP), uma proteina que atua tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto nos tecidos
periféricos para induzir obesidade. No SNC, esta proteina antagoniza o receptor de
melanocortina neural, resultando em obesidade, hiperfagia e hiperinsulinemia enquanto na
periferia, a expressdo de agouti no tecido adiposo resulta em ganho de peso significativos em
ratos (Michaud et al, 1997).

Modelos animais monogénicos de obesidade s&o Uteis porque sua obesidade e adiposidade
sdo frequentemente graves, resultando em um fendtipo distinto, o que pode ser extremamente
relevante para certos aspectos da pesquisa sobre obesidade, como a avaliacdo dos efeitos de
drogas (Hinney, Vogel & Hebebrand, 2010). Entretanto, considerando-se que a taxa de obesos
no mundo vem aumentando, e que a doenca tem etiologia multifatorial, sugere-se que 0s
fatores ambientais ou comportamentais, como a alimentagdo, sejam 0s principais
contribuintes para a epidemia, ao invés de alteracdes genéticas (Buettner et al, 2007).Visto
gue o modelo experimental utilizado deve mimetizar, 0 mais proximo possivel, a doenca em
humanos, modelos animais de obesidade induzida por dieta tem sido preferencialmente
utilizados (Rosini et al, 2012).

A obesidade induzida pela dieta em roedores pode ser obtida de diferentes maneiras, com
grande variacdo tanto em relagdo ao conteldo da dieta quanto as espécies de roedores
utilizadas (West, Wagspack & McCollister, 1995). A maioria dos roedores tende a tornar-se
obesa em dietas ricas em gordura, mas ha respostas variaveis no ganho de peso, tolerancia a
glicose, resisténcia a insulina, triglicérides e outros parametros dependendo da tensdo. Os
camundongos C57B16/J sdo considerados propensos a obesidade e sdo uma das cepas de
roedores mais comumente utilizadas para obesidade induzida pela dieta, apresentando
acentuado aumento de peso, hiperinsulinemia e hiperglicemia (Panchal & Brown, 2011).
Outros roedores, como 0s ratos Wistar e Sprague-Dawley, também sdo suscetiveis a
obesidade induzida pela dieta e popularmente usados na pesquisa, j& que ganham peso
rapidamente em dietas ricas em gordura (Rosini et al, 2012). Os ratos Sprague-Dawley,
especialmente, foram estudados pela sua capacidade de mostrar uma resposta variavel a uma
dieta rica em gordura, uma vez que alguns animais ganham peso rapidamente enquanto outros
ganham apenas tanto peso como os alimentados com uma dieta com baixo teor de gordura
(Madsen et al, 2010), permitindo o estudo de animais naturalmente propensos e resistentes a
obesidade. Muitos estudos tém tentado induzir a obesidade em animais de laboratorio,
aumentando apenas a ingestdo de alimentos, o que levaria ao ganho de peso e obesidade. No

entanto, o aumento da densidade caldrica pelo aumento na ingestéo de certos macronutrientes,
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como gorduras e carboidratos, resultando em maior ingestdo calorica total, € mais eficiente
para desencadear a doenca. Dietas ricas apenas em carboidratos tém sido usadas para
desenvolver obesidade em ratos, mas a associagdo entre carboidratos e gorduras, ou apenas
gorduras, tém mostrado efeitos mais deletérios em animais (Sato-Mito et al, 2009). Estas
dietas ricas em gordura e carboidratos (frutose ou sacarose), mimetizam melhor a dieta
humana, resultando em um efeito semelhante sobre o peso corporal, gordura abdominal,
hiperinsulinemia e hiperglicemia, levando a sindrome metabdlica (Surwit et al, 1995; Mito et
al, 2009). E importante ressaltar que a fonte de gordura na dieta pode resultar em pequenas
diferencas nos fendtipos, uma vez que manifestagbes mais pronunciadas de obesidade e
resisténcia a insulina sdo observadas quando a fonte de gordura contém quantidades
substanciais de gordura saturada e gordura monoinsaturada, como a banha, por exemplo
(Krishnan & Cooper, 2014).

Dentre os modelos experimentais propostos para estudar o desenvolvimento e a patogenia
da infeccdo por G. lamblia, os gerbils da espécie Meriones unguiculatus permitem obter bons
resultados devido ao tamanho, facilidade de manipulacdo, susceptibilidade a infeccdo e
principalmente devido a semelhanga entre o padrdo de desenvolvimento da giardiase com o
padrdo estabelecido em humanos (Eckmann, 2003; Aradujo et al, 2008). O gerbil € um modelo
ja difundido em muitas partes do mundo e bem estabelecido para o estudo de diversos agravos
como gastrite e cancer gastrico induzidos pela infecgcdo por Helicobacter pylori (Kodama et
al, 2004; Junior et al, 2016), doencas auditivas (Abbas & Rivolta, 2015), e mais recentemente,
para estudo da visceralizacdo de Leishmania major (Bakirci et al, 2015). Estudo desenvolvido
em nosso laboratorio confirmou que o gerbil € um bom modelo para o desenvolvimento da
giardiase, perimitindo o estudo da associacdo da doenca com a desnutricdo (Ventura et al.,
2013).

Entretanto, ndo ha relatos na literatura de estudos apresentando esta espécie de roedor,
Meriones unguiculatus, como modelo experimental para o estudo da obesidade, associada ou
ndo com a giardiase, e das alteracdes metabdlicas decorrentes da ingestdo de dieta rica em
gorduras e agucares. A ocorréncia de obesidade espontanea na espécie Meriones unguiculatus
de gerbils foi relatada ha varias décadas, quando os pesquisadores observaram que 10% dos
animais se tornaram obesos e apresentaram alteragdes metabdlicas, mesmo quando
alimentados com dieta padrdo (Vincent et al, 1979). Outras espécies de ratos do deserto, ou
gerbils, podem também desenvolver a obesidade quando sua dieta tipica € mudada para
alimentacdo laboratoriais padréo, tal como Psammomys obesus (Khalkhal et al, 2012) sendo

que alguns estudos ja abordaram transtornos metabolicos e imunoldgicos relacionados a
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obesidade neste modelo de animais naturalmente obesos (Xu, Liu & Wang, 2011; Liu, Xu &
Wang, 2012). Estudando a espécie de gerbil do deserto Gerbillus gerbillus, Semiane et al
(2016), descobriram que o consumo de uma dieta rica em carboidratos induz distdrbios
metabolicos e danos no figado, que caracterizam a esteatohepatite ndo-alcodlica, sugerindo
que este roedor pode representar um bom modelo para estudo de doencas metabdlicas
humanas. J& Li et al (2016) estabeleceram uma linha de gerbils espontaneamente diabéticos
com resisténcia a insulina e resisténcia a leptina bem como diminuicdo do nivel de
adiponectina no soro. Apesar de todos estes trabalhos associando obesidade e seus agravos
metabolicos as diferentes espécies de gerbils, ndo existem estudos que induzam obesidade
pela dieta rica em gorduras e carboidratos simples na espécie Meriones unguiculatus,
comparando-0s com animais alimentados com dieta padrdo de laboratdrio. Assim, procurou-
se investigar as alteracdes metabdlicas em gerbils, resultantes de uma dieta rica em gorduras e
acucares simples, padrdo alimentar que esta mais proximo das mudancas dietéticas da dieta

ocidental moderna.
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2. JUSTIFICATIVA

O mundo vem experimentando nas Ultimas décadas uma nova epidemia, a da
obesidade. O aumento indiscriminado na ingestdo de alimentos ricos em gordura e
acucares, além de um aumento na inatividade fisica, trouxe consigo uma série de agravos
a salde da populacdo. Embora seus efeitos sobre o desenvolvimento de doencas
metabdlicas e cardiovasculares sejam bem definidos, muito pouco se sabe sobre o impacto
da obesidade sobre a funcdo imunoldgica em doencas infecciosas. A expansao do tecido
adiposo pode causar efeitos deletérios nos individuos obesos causando ainda, aumento de
risco e piora do prognostico para diversas infecc@es bacterianas e virais. Nos ultimos anos,
tem surgido estudos que buscam esclarecer qual o impacto da adiposidade também nas
infeccOes parasitarias. Considerando-se que a biologia, local de infec¢éo e tipo de resposta
imunolodgica desencadeada pelos parasitos é bastante distinta, os estudos tem mostrado
interacbes também bastante divergentes entre parasitos e adiposidade excessiva.
Entretanto, ainda ndo existem estudos sobre a associacdo entre obesidade e giardiase,
infecgdo parasitaria mais frequente em paises desenvolvidos e com elevada prevaléncia
em paises em desenvolvimento. Uma vez que a prevaléncia da obesidade e da giardiase se
sobrepde em diversas areas, € importante que se elucide se esta parasitose, até entdo ndo-
invasiva e muitas vezes auto-limitante, poderia ser influenciada pelas debilidades na

resposta imunolégica ja estabelecida em hospedeiros obesos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Verificar se as alteracdes metabdlicas e imunoldgicas decorrentes da obesidade induzida

pela dieta rica em acgUcares simples e lipideos em gerbils, influenciam no processo infeccioso

por Giardia lamblia, atenuando ou acentuando a infeccéo e suas consequéncias.

3.2.  Especificos

e Estabelecer o gerbil (Meriones unguiculatus) como modelo experimental para estudo

da obesidade;

e Comparar os gerbils obesos e ndo obesos, infectados ou ndo infectados pelo parasito

G. lamblia quanto a:

Evolucéo da obesidade e consumo alimentar;

Alteracdes do metabolismo;

Intensidade do parasitismo e das lesdes duodenais e hepaticas;

Estresse oxidativo gerado no epitélio intestinal e no figado;

Perfil de células do sistema imune no intestino delgado, tecido adiposo
epididimal e baco;

Presenca de estruturas semelhantes a coroa no tecido adiposo epididimal;
Quantidade e tipo de tipo de lipideos depositados no figado e excretados no

contelido fecal.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Para este estudo foram utilizados 42 gerbils (Meriones unguiculatus), machos, com
idade média de 25 semanas. Os gerbils foram obtidos no Biotério do Departamento de
Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério do
Laboratorio de Amebiase e Protozooses Intestinais, durante todo o periodo experimental em
gaiolas coletivas, sob controle de temperatura e fotoperiodos de 12h (7:00-19:00), com livre
acesso a agua filtrada e a dieta. Os gerbils permaneceram durante uma semana recebendo
dieta comercial para aclimatacdo no novo ambiente. Além disso, cada animal recebeu 0,1mL
(10ug) de Ivermectina 1% solucdo injetavel, por via subcuténea, para assegurar que 0S
mesmos estivessem livres de qualquer parasitose. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo 136/13).

4.2.  Delineamento experimental e coleta de tecidos

Os gerbils foram identificados individualmente e divididos de forma homogénea
guanto ao peso corporal em dois grupos de 21 gerbils cada. O grupo Controle CT, recebeu a
dieta padrdo AIN-93 (Reeves et al, 1993), com densidade caldrica de 4,15 kcal/g e composta
por 68%, 7% e 20% de calorias totais provenientes de carboidratos, lipideos e proteinas,
respectivamente. Ja o grupo Hiper (HP), recebeu dieta rica em acglcares e gordura para
inducdo da obesidade, com densidade calérica de 5,86 kcal/g e composta por 42%, 37,5% e
20% de calorias totais provenientes de carboidratos, lipideos e proteinas, respectivamente. A
composicdo de acidos graxos na dieta foi calculada com base nos dados de Silva & Gioielli,

2006, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo em nutrientes das dietas experimentais.

Quantidade (g/kg)
Ingredientes
Controle Hiper
Caseina 200 200
Amido de milho 397,5 62
Sacarose 100 -
Maltodextrina 132 -
Groselha - 310
Banha de Porco - 355
Oleo de soja 70 20
Celulose 50 50
Mistura mineral 35 35
Mistura vitaminica 10 10
Bitartarato de Colina 2,5 2,5
Butil-hidroxi tolueno(BHT) 0,014 0,014
Metionina 3 3
Densidade Caldrica (kcal/g) 4,15 5,86
Composic¢éo de acidos graxos, g/100 g
Acidos graxos monoinsaturados (MUFA) 22.10 42.32
Acidos graxos poliinsaturados (PUFA) 60.74 15.15
Acidos graxos saturados (SFA) 16.93 42.51
Raz&o insaturados/saturados (UFA/SFA) 4.89 1.35

Apo6s 10 semanas de experimento, quando concluiu-se a inducdo da obesidade nos
animais do grupo Hiper, os 21 gerbils do grupo CT foram divididos de forma homogénea
guanto ao peso corporal em trés grupos com sete animais cada: controle sem infec¢do (CT),
controle que permaneceu infectado por 1 semana (CTIN) e controle que permaneceu
infectado por 2 semanas (XCTIN). Os 21 gerbils do grupo Hiper também foram divididos em
obeso sem infeccdo (OB), obeso que permaneceu infectado por 1 semana (OBIN) e obeso que
permaneceu infectado por 2 semanas (XOBIN), com 7 gerbils em cada grupo. Logo apds a
divisdo, os gerbils dos grupos CTIN, XCTIN, OB e XOBIN, foram infectados com os
trofozoitos de Giardia Lamblia.

Para infeccdo dos animais, os parasitos utilizados foram trofozoitos da cepa GS/M
clone H7 (ATCC 50581), mantidos em cultura axénica e cultivados em meio TYI-S-33,
modificado por Keister (1983) e suplementado com bile bovina. Tubos de cultura contendo

trofozoitos mantidos em estufa a 37°C, foram colocados em banho de gelo por 15 minutos
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para o desprendimento dos parasitos da parede dos tubos. Apos este periodo, 25 pL do meio
de cultura foram adicionados a um microtubo contendo 75 pL de corante vital (eosina
0,125%). Apds homogeneizacdo, a solucdo foi colocada na cadmara de Newbauer para
contagem, considerando-se apenas 0s quatro maiores quadrantes. A concentracdo obtida foi
diluida em meio de cultura, livre de trofozoitos, obtendo-se a concentragdo final de 0,8 x 10°
trofozoitos/mL, em um volume de 800 pul. Os gerbils foram inoculados por gavagem, com o
auxilio de uma canula DELVO n° 15, acoplada a uma seringa de 1 mL, conforme as
recomendacdes do CEUA. Os grupos CT e OB, passaram pelo mesmo procedimento, no

entanto, a estes gerbils foi inoculado meio de cultura livre de parasitos.

A duracdo total do experimento foi de 11 semanas para os grupos CT, CTIN, OB e
OBIN, e de 12 semanas para os grupos XCTIN e XOBIN. No final destes periodos, apos
jejum de 12h, os gerbils foram eutanaziados sob anestesia com solucdo de Ketamina (100
mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg), para retirada do sangue, e posterior deslocamento cervical. O
jejum € necessario uma vez que a ingestdo de alimentos (que ocorre principalmente a noite,
em roedores) interfere em certas determinagdes bioquimicas como perfil lipidico, glicose,
insulina e leptina, além de manter intestino e figado livres de influéncia de alimentos.
Imediatamente ap0s a eutanasia, foram coletados: sangue, intestino delgado, tecidos adiposos
(perirrenal, epididimal e mesentérico), figado, contetdo fecal (diretamente do colon distal) e

baco.

Inicialmente, o sangue foi coletado pela artéria axilar e colocado em microtubos,
centrifugado a 6000 RPM por 10 minutos para separacdo do plasma, e armazenado a -70°C
até a utilizacdo para dosagens bioquimicas (proteinas totais, albumina, triglicerideos,
colesterol total, glicose, leptina e citocinas). Apo6s deslocamento cervical, o baco dos gerbils
foi coletado em condicdes estéreis e colocado em placas com meio de cultura de células. Em
seguida, foi feita uma abertuda longitudinal na cavidade abdominal para coleta dos demais
tecidos. O intestino delgado foi coletado inteiramente, sendo a primeira porc¢ao do duodeno (£
5cm) destinada a analise histopatolégica. Este fragmento foi fixado em solucdo de Bouin,
onde permaneceu por 24 horas e posteriormente, adicionado a solucdo de formol a 10%
tamponado. Uma segunda parte (x 0,5cm) foi separada e armazenada a -70°C, para dosagem
de citocinas do homogenato de tecido e para analise do estresse oxidativo. O restante foi
macerado em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) para pesquisa direta de parasitos.
O tecido adiposo foi coletado, pesado separadamente e pequenas fracdes do tecido adiposo
epididimal (£ 1cm) foram separadas para analise histoldgica (sendo entdo fixada em solugdo

de formol a 10%) ou para dosagem de citocinas do homogenato de tecido, sendo portanto
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acondicionada em microtubos e armazenada a -70°C até a utilizacdo. O figado foi separado,

pesado e pequenas fracdes do lobo direito (£ 1cm) foram separadas para analise histoldgica

(fixada em solugdo de formol a 10%), ou para extracdo de lipideos e analise do estresse

oxidativo, sendo portanto acondicionadas em microtubos e armazenadas a -70°C até a

utilizacdo. O conteudo fecal, apés coleta também foi armazenado a -70°C até a utilizacdo. A

figura 1 demonstra de forma esquematica o fluxograma do delineamento experimental

descrito acima.
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Figura 1. Fluxograma representativo do delineamento experimental utilizado neste
trabalho.

Apo0s a eutandsia, as carcagas foram imediatamente acondicionadas em sacos de lixo

branco, identificados como lixo bioldgico infectante e refrigerados a -20°C no freezer do

Departamento de Parasitologia, que € exclusivamente utilizado para o armazenamento

temporario destas carcacas. Posteriormente, estas estruturas foram coletadas como lixo

bioldgico infectante pelo servigo de limpeza do Instituto de Ciéncias Biologicas, direcionados

para o abrigo externo especifico e recolhidos pelo Servigo de Limpeza Urbana (SLU).
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4.3. Avaliacao do peso corporal, adiposidade e consumo alimentar

O peso corporal individual e o consumo alimentar por gaiola foram registrados
semanalmente. No final do experimento, foram obtidos os pesos relativos do figado e do
tecido adiposo (peso do figado/peso corporal final x 100). O tecido adiposo subcuténeo foi
omitido do célculo por contribuir minimamente para a adiposidade corporal total. A ingestdo
alimentar foi avaliada por grupo, considerando-se a soma do que fora oferecido, subtraida
pelas sobras na mesma semana. Ao final do experimento, o consumo energético (Kcal) total
foi calculado. Considerando a composicéo de banha e 6leo de soja, também foram calculadas

as quantidades de ingestao de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.

4.4.  Dosagens plasmaticas

As dosagens de glicose, proteinas totais, albumina, colesterol total e triglicerideos, foram
realizadas por ensaio enzimatico, seguindo as recomendacbes do fabricante (Kit Labtest,
Brasil) e os resultados expressos em mg/dL.

4.5.  Avaliacgdes realizadas no intestino delgado
4.5.1. Contagem de trofozoitos desprendidos do epitélio intestinal

Com o proposito de confirmacdo da infeccdo, parte do intestino delgado (£ 18cm) foi
utilizada. Apds abertura longitudinal e maceracdo do tecido, o mesmo foi acondicionado a
4°C em tubos conicos contendo PBS, durante o periodo minimo de 15 minutos, em seguida
este conteddo foi homogeneizado e, finalmente, os trofozoitos desprendidos no liquido

sobrenadante foram observados em laminas, ao microscopio.

4.5.2. Histopatologia e morfometria do duodeno

Ap0os o periodo de fixacdo em solucdo de formol, os fragmentos de intestino delgado
coletados foram desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina, para obtencao
de cortes com 4 um de espessura. As laminas foram entdo coradas com Hematoxilina e
Eosina (H&E). Os cortes histoldgicos foram visualizados pela objetiva de 10X do
microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) para a digitalizacdo aleatoria de 30 vilosidades e
criptas intestinais por meio da microcamera JVC TK-1270/RGB (Tokyo, Japan). A altura das

vilosidades, assim como a profundidade das criptas foram mensuradas manualmente com
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ferramentas do software KS400, contido no analisador de imagens Carl Zeiss. A metodologia
empregada para 0 imageamento microscopico, segmentacdo de imagens, processamento

digital e definicdo das condi¢des de morfometria foi a descrita por Caliari (1997).

Por intermédio de um patologista foi avaliada a intensidade do infiltrado inflamatério
de acordo com o seguinte critério: ausente (quando a mucosa apresentava quantidade e tipos
de células na lamina prépria e submucosa compativeis com a normalidade); discreta (quando
havia pequeno aumento do numero de células na lamina propria); moderada (quando havia
acréscimo do numero de células na ldmina prépria, em relacdo a categoria anterior); intenso
(quando havia aumento significativo do nimero de celulas na lIamina prépria e presenca de
células inflamatdrias na submucosa); acentuada (quando havia maior quantidade de células na

lamina propria e na submucosa, em relacao a categoria anterior).

O mesmo observador avaliou a intensidade do parasitismo no limen duodenal, bem
como pesquisou a presenca de trofozoitos aderidos ao epitélio intestinal. O seguinte critério
foi adotado quanto a presenca de trofozoitos no lumen e/ou aderidos ao epitélio duodenal:
ausente (quando ndo havia trofozoitos); discreto (presenga de pequena quantidade de
trofozoitos); moderado (maior quantidade de trofozoitos em relacdo a categoria anterior);
intenso (maior quantidade de trofozoitos em relagcdo a categoria anterior); acentuado (maior

quantidade de trofozoitos em relacdo a categoria anterior).

4.5.3. Extracdo e determinacéo de citocinas

Fragmentos do tecido foram macerados em 1 mL de solucdo inibidora de proteases
(NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila
0,1 mM; cloreto de benzeténio 0,1mM; EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina), preparada a
partir de uma solucdo de tampéo fosfato (NaCl 8g, KCI 0,2g e Na2HPO4.12H20 2,89g
diluidos em 1 litro). A solugdo resultante foi centrifugada por 10min a 10000 RPM a 4°C e 0
sobrenadante recolhido para a dosagem de IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17,
IFN-y e TNFa, pelo método de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou
ensaio de imunoabsorcdo), utilizando kit comercial (R&D Systems, USA), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos em ng/mL depois de obtida a formula

pela curva padréo.
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4.5.4. Dosagem da concentracao de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico — TBARS

Fragmentos de cerca de 100mg do tecido foram macerados em 1 mL de solucéo salina
(PBS), pH 7,2. A solucéo resultante foi centrifugada por 10min a 10000 RPM a 4°C e o
sobrenadante foi recolhido para a dosagem de todos os parametros relativos ao estresse
oxidativo. Resumidamente, a determinacdo da concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) foi feita da seguinte maneira: 0 homogenato de intestino foi colocado
em tubos de vidro, aos quais foram adicionados a solugdo de TBARS (&cido tricloroacético a
15% + &cido tiobarbitarico a 0,375% + HCI 0,25N + &gua deionizada g.s.p.). Em seguida, 0s
tubos permaneceram em banho-maria fervente por 15 minutos, sendo posteriormente
resfriados em agua corrente. Apds o resfriamento foram acrescentados 750uL de &lcool
butilico com posterior homogeneizacéo e centrifugacdo a 3000 RPM por 10 minutos. Por fim,
200 pL do sobrenadante foram pipetados em microplaca de 96 pocos e, em seguida, a
concentracdo foi lida em leitor de microplaca a 535nm. A dosagem de TBARS foi expressa
por: concentracdo de MDA por grama de proteina no tecido, dosada da mesma forma que a

proteina plasmatica, conforme descrito previamente.

4.5.5. Dosagem da atividade da enzima antioxidante catalase

A dosagem da atividade da enzima catalase foi baseada na técnica descrita por Nelson
& Kieson, 1972. Uma vez que a catalase decompde o H.02 em H20 e Oy, este método
permite a observacdo direta da decomposicdo do H>O», ou atividade da catalase, pela
diminuicdo da absorbéncia a 240nm. Resumindo, 25uL da porgdo sobrenadante do
homogenato de tecido foram colocados em uma cubeta de quartzo, acrescentando-se o
reagente (300 pL de H202 30% + 10ml de H20 miliQ) e ainda, 1mL de solucéo salina. A
leitura foi efetuada entre 0 e 60 segundos a 240nm e os célculos feitos pela diferenca de
leitura de tempo final (60s) pelo tempo inicial (0s), dividido pelo volume (mL) da amostra. O
resultado foi expresso por unidade de catalase por grama de proteina, dosada da mesma

maneira que a proteina plasmatica, conforme descrito previamente.

45.6. Dosagem da atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase

Para dosagem da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), 30uL do
homogenato de intestino, foram distribuidos em placa de 96 pocos e acrescidos de 99uL de

tampdo fosfato, 6L de brometo de dimetiltiazol — difeniltetrazolium (MTT) e 15uL de
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pirogallol, exatamente nesta ordem. Ap6s 5 minutos de incubacdo a 37°C, a reagédo foi parada
com 150puL de dimetil sulféxido (DMSO) e a absorbancia foi lida a 570nm. Para o célculo do
resultado, foi considerado que 1 unidade (U) de SOD foi capaz de oxidar 50% de pirogallol da

solucéo padréo. O resultado foi expresso em Unidade de SOD por grama de proteina.

4.6. AvaliacgOes realizadas no tecido adiposo

4.6.1. Quantificacdo das estruturas semelhantes a coroas (Crown-Like Structures —
CLS)

Apols o periodo de fixacdo, todos os fragmentos coletados foram desidratados,
diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina. De cada bloco, foram feitos cortes de 7um
de espessura e corados com H&E. Para quantificacdo das estruturas semelhantes a coroas
(Crown-Like Structures — CLS), 10 campos representativos foram visualizados pela objetiva
de 40X do microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) e digitalizados por meio da
microcamera JVC TK-1270/RGB (Tokyo, Japan). Foram contados o nimero de CLS por

imagem e calculado o nimero médio de CLS.

4.6.2. Extracdo e determinacdo de adipocinas

Fragmentos do tecido foram macerados em 1 mL de solucdo inibidora de proteases
(NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila
0,1 mM; cloreto de benzeténio 0,AmM; EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina), preparada a
partir de uma solucdo de tampéo fosfato (NaCl 8g, KCI 0,2g e Na2HPO4.12H20 2,89¢
diluidos em 1 litro). A solucdo resultante foi centrifugada por 10 minutos a 10000 RPM a 4°C
e 0 sobrenadante foi recolhido para a dosagem de IL-6, IL-10, TNFa, leptina e adiponectina
pelo método de ELISA, utilizando kit comercial (R&D Systems, USA), conforme as
instrucGes do fabricante. Os resultados foram expressos em ng/mL depois de obtida a formula

pela curva padréo.

4.7.  Avaliagdes realizadas no figado
4.7.1. Histopatologia e morfometria da esteatose hepética

Ap0s o periodo de fixagdo em solugdo de formol, os fragmentos de figado coletados
foram desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina, para obtencéo de cortes

com 4 um de espessura, corados com H&E. Os cortes histologicos foram visualizados pela
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objetiva de 40X do microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) para a digitalizacdo de 30
imagens aleat6rias em cada animal, por meio da microcdmera JVC TK-1270/RGB (Tokyo,
Japan). A &rea ocupada pelas vesiculas repletas de gordura no interior dos hepatocitos foi
calculada usando-se 0 mesmo analisador de imagens. Foram medidas a area total ocupada por
vesiculas que possuiam entre 1 e 40 um? de area (microvesiculas) e a area total ocupada por
vesiculas com area maior de 40 pum? (macrovesiculas). Em seguida, foram somados os
resultados das duas &reas para a obtencdo da area total de esteatose. A metodologia
empregada para 0 imageamento microscopico, segmentacdo de imagens, processamento

digital e definicdo das condi¢cdes de morfometria foi a descrita por Caliari (1997).

4.7.2. Extracgdo e quantificacao de lipideos

A determinacdo do perfil lipidico hepatico foi feita ap6s a extracdo dos lipideos totais
por solvente organico, conforme descrito por Folch et al. (1957), utilizando-se 100mg de
tecido hepatico. A quantidade de lipideos totais foi calculada pela diferenca do peso dos tubos
utilizados para extracdo antes e apds o procedimento. Para determinagdo das concentracGes de
colesterol total e triglicerideos, os extratos lipidicos foram ressuspensos em 500 pL de
isopropanol, dos quais 100ul foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos,
adicionando-se 200ul de reagente de cor (Kit Labtest, Brasil). Apds incubacdo de 15 min a

37°C, a absorbancia foi lida a 492nm em leitor de microplaca.

4.7.3. Avaliacdo do estresse oxidativo

Um fragmentos de cerca de 100mg do tecido foi macerado em 1 mL de solucgéo salina,
pH 7,2. A solucdo resultante foi centrifugada por 10 minutos a 10000 RPM a 4°C e o
sobrenadante foi recolhido. As dosagens de TBARS, catalase e superoxido dismutase foram

realizadas exatamente como aquelas descritas previamente para o intestino delgado.

4.8. Avaliacdo realizada no conteudo fecal
4.8.1. Extracdo e quantificacdo de lipideos

Para determinacdo do perfil lipidico do conteudo fecal, foi feita a extracdo dos lipideos
totais por solvente organico, conforme descrito por Folch et al. (1957) utilizando-se, porém,
25mg de fezes. A quantificacdo de lipideos totais, de colesterol e de triglicerideos foram feitas

conforme descrito previamente para o tecido hepatico.
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4.9. Avaliagdes realizadas no baco
4.9.1. Cultura de células

Inicialmente, foi feita a assepsia do abdémen dos gerbils com alcool 70° com o auxilio
de uma gaze estéril e em seguida com &lcool iodado a 3%. Apds a abertura da cavidade
abdominal com material cirargico estéril, o baco foi retirado de forma asséptica em fluxo
laminar, e colocado em placas de 24 pogos contendo meio RPMI 1640 incompleto (Sigma-
Aldrich, EUA) acrescido de 0,05g de Hepes (Sigma-Aldrich, EUA), para manuten¢do da
viabilidade das células. Em seguida, com auxilio de pinc¢a estéril, cada baco foi transferido
para um macerador estéril, contendo 2 mL do mesmo meio. O macerado resultante foi
transferido para um tubo de centrifuga de fundo conico, para centrifugacdo a 1500 RPM e 4°C
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi acrescentado ao sedimento 2 mL do
tampdo de lise (0,802g de cloreto de amdnio, 0,084g de bicarbonato de soédio e 0,037g de
EDTA para 1ml de tamp&o) seguido de 2 min de repouso, para lisar as hemacias. O volume
foi completado para 15 mL com meio RPMI 1640 incompleto e outra vez centrifugado a 1500
RPM e 4°C por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 2 mL de meio RPMI 1640 completo. As células foram entdo contadas em
camara de Neubauer, e ajustadas para que em cada pogo da placa de 24 pocos, fossem
colocadas 5x10° células. Para cada animal foram feitos trés pogos, contendo o volume de
1mL: o primeiro sem estimulo, o segundo com concavalina A (5 pg por mL) e o ultimo com

antigeno de Giardia, previamente preparado no nosso laboratério.

4.9.2. Determinacao de citocinas

Da cultura de células, estimuladas com antigeno de Giardia, foi feita a dosagem das
citocinas IL-1, IL-4, 1L-13, IL-17 e IFN-y, pelo método de ELISA, utilizando kit comercial
(R&D Systems, USA), conforme as instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos

em ng/mL depois de obtida a formula pela curva padréo.

4.10. Anadlise estatistica

Os dados foram expressos em media = erro padrdo e analisados com o programa
Prisma (GraphPad Software, San Diego California, USA), versdo 6.0. Foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo dos dados, o teste de Grubbs para deteccdo de

outliers e, para comparacdo de médias entre 0s seis grupos experimentais, foi feita a Analise
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de Variancias (ANOVA), seguida do teste de Newman-Keuls ou teste de Dunn (para dados
paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente). Para avaliagdo entre dois grupos ou em
um intervalo de tempo dentro de cada grupo, foi utilizado o Teste t-Student. Foi considerado

um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS
5.1.Peso corporal, adiposidade e consumo alimentar

O peso médio dos gerbils no inicio do experimento (Figura 2A) era igual (Controle =
72,47 = 1,979; Hiper = 71,34 = 1,77g) p= 0,74. Na 10% semana experimental os gerbils dos
dois grupos foram subdivididos em 3 grupos experimentais cada: Controle em CT, CTIN,
XCTIN e Hiper em OB, OBIN e XOBIN, com sete animais em cada grupo. Neste momento,
constatou-se que o peso medio dos gerbils dos grupos alimentados com dieta para inducdo de
obesidade era significativamente maior do que o peso médio dos animais alimentados com
dieta Controle, p<0,0001 (Figura 2B). No final do experimento, ap6s 1 ou 2 semanas de
infeccdo, de acordo com cada grupo, foi observado que os gerbils alimentados com dieta
Controle ainda apresentavam peso menor do que aqueles que receberam dieta Hiper, p<0,001,
no entanto, a dieta Hiper associada a maior tempo de infeccdo (XOBIN) acarretou em
diminuig&o do peso destes animais, quando comparados ao grupo OB (p<0,01) (Figura 2C).

Ao avaliar o peso relativo do tecido adiposo (Figura 2D), verificou-se que os gerbils dos
grupos alimentados com dieta Hiper, tiveram maior adiposidade corporal do que a encontrada
nos gerbils alimentados com a dieta Controle, p<0,0001. Apds duas semanas de infeccdo, os
animais do grupo XOBIN apresentaram menor peso relativo de tecido adiposo, quando

comparados aos animais dos grupos OB (p<0,01) e OBIN (p<0,01).

O peso relativo do figado (Figura 2E) foi maior nos gerbils do grupo OB em relagdo aos
animais alimentados com a dieta Controle CT p<0,001, CTIN p<0,05, e XCTIN (p<0,0001).
A infeccdo por G. lamblia por duas semanas (grupo XCTIN) reduziu significativamente o
peso relativo do figado dos animais alimentados com a dieta controle (p<0,01). Na infec¢édo
associada a obesidade, o peso relativo do figado diminuiu apds a 12 semana de infeccdo
(grupo OBIN) p<0,05, e se restabeleceu ap6s a segunda semana (grupo XOBIN), tornando-se
semelhante ao encontrado nos animais obesos (grupo OB). Os valores absolutos dos

resultados relativos a este item podem ser vistos no anexo B.
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Figura 2. (A) Peso inicial, (B) Peso na 102 semana, (C) Peso Final, (D) Peso relativo do
tecido adiposo e (E) Peso relativo do figado dos gerbils dos grupos Controle (CT),
Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas
(XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por
2 semanas (XOBIN), no decorrer do periodo experimental. Dados expressos em média +

erro padrdo. n=7.
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A avaliacdo do consumo alimentar mostrou que a quantidade calorica consumida, foi

semelhante entre todos os grupos experimentais, ndo sendo alterada pela obesidade (Figura
3A) ou pelo tempo de infeccdo (Figura 3B e 3C).
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Figura 3. (A) Consumo médio semanal dos grupos Padrdo e Controle durante as
primeiras 10 semanas de experimento. (B) Consumo medio dos gerbils dos grupos
Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2
semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso
Infectado por 2 semanas (XOBIN), ap6s 1 semana do inéculo de Giardia lamblia. (C)
Consumo médio dos gerbils dos grupos Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN) e
Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), ap6s 1 e 2 semanas do indculo de Giardia

lamblia. Dados expressos em média + erro padréo. n=7.
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No entanto, a ingestdo de acidos graxos saturados e monoinsaturados (Figura 4) foi
significativamente maior nos animais alimentados com a dieta Hiper (grupos OB p<0,0001,
OBIN p<0,0001 e XOBIN p<0,0001).
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Figura 4. Consumo médio de &cidos graxos dos gerbils dos grupos Controle (CT),
Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas
(XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por
2 semanas (XOBIN), durante o experimento. Dados expressos em média * erro padréo. n=7.
SFA = &cido graxo saturado, MUFA = &cido graxo monoinsaturado, PUFA = &cido
graxo poliinsaturado. . Dados expressos em média + erro padrdo. n=7.

5.2. Dosagens plasmaticas

A figura 5 apresenta os resultados das dosagens bioguimicas. A infeccdo com G.
lamblia durante uma semana levou ao aumento de colesterol circulante em animais obesos
(Grupo OBIN), quando comparados aos demais grupos (Figura 5A). Esta alteracdo foi
normalizada apds duas semanas de infeccdo (Grupo XOBIN). A obesidade acarretou no
aumento da concentracdo de triglicerideos (TGL) nos gerbils (Figura 5B), porém a infeccéo
por G. lamblia também influenciou na concentragdo de TGL, diminuindo-a no Grupo CTIN)
ao compara-lo com OBIN p<0,05. Aumento de proteinas totais circulantes foi verificado

apenas nos animais obesos sem infecgdo (Figura 5C). Por outro lado, os niveis plasmaticos de
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albumina glicose (Figura 5D) e de glicose (Figura 5E) ndo foram modificados com a
obesidade e nem com a infec¢do. Os valores absolutos dos resultados encontrados estdo

descritos no anexo C.
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Figura 5. Resultados das dosagens de (A) Colesterol Total, (B) Triglicerideos, (C)
Proteinas totais, (D) Albumina e (E) Glicose nos grupos Controle (CT), Controle
Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso
(OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas

(XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em média * erro padrdo. n=7.
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5.3. Resultados das avaliacdes realizadas nos tecidos: intestino delgado,

tecido adiposo, figado e bago
5.3.1. Verificacao de trofozoitos desprendidos do epitélio intestinal

Todos os gerbils dos grupos infectados CTIN, XCTIN, OBIN e XOBIN apresentaram-
se positivos para a infeccéo pelo parasito Giardia lamblia.

5.3.2. Avaliagdo do estresse oxidativo no figado e no intestino delgado

A figura 6 apresenta os resultados de parametros de estresse oxidativo avaliados no
intestino delgado e no figado dos gerbils. Quando comparados ao grupo controle saudavel
(CT), verificou-se que a atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) reduziu no figado
de gerbils alimentados com dieta controle ap6s uma semana de infeccdo (CTIN), mas foi
restabelecida nos gerbils infectados por duas semanas (XCTIN). Também houve menor
atividade enzimatica no figado de gerbils alimentados com dieta hiper infectados por duas
semanas (XOBIN) (Figura 6A). No intestino delgado uma semana de infeccdo por G. lamblia
reduziu a atividade da SOD nos gerbils do grupo controle (CTIN), quanto comparados a

obesos infectados por uma semana (OBIN) (Figura 6B).

A atividade da enzima catalase no figado (Figura 6C) foi reduzida apenas quando a
obesidade foi associada com infecgdo por uma (OBIN) ou duas semanas (XOBIN), enquanto
que no intestino delgado, foi aumentada nos gerbils do grupo OB, quando comparados aos

gerbils do grupo CT (Figura 6D).

Na dosagem de TBARS no figado ndo houve diferenca alguma entre os grupos (Figura
6E). No intestino delgado, a infec¢cdo com G. lamblia por uma semana aumentou a producao
intestinal de TBARS nos gerbils alimentados com dieta Controle (CTIN), quando comparados
aos gerbils do grupo CT. Os valores absolutos dos resultados encontrados estdo descritos no

anexo D.
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Figura 6. Resultados das dosagens de (A) Superédxido dismutase (C) Catalase e
(E) Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no figado e (B)
Superoxido dismutase (D) Catalase e (F) Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no intestino delgado dos grupos Controle (CT), Controle
Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN),
Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2
semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em média + erro

padréo. n=6-7.
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5.3.3. Extracéo e quantificacdo de lipideos no figado e no contetdo fecal

Os dados relativos aos resultados da extracdo e quantificacdo de lipideos no figado e no

contetdo fecal estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados da extracédo e quantificacéo de lipideos no figado e no conteudo

fecal dos grupos Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN),

Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma

semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento.

Dados expressos em média + erro padréo. n= 6-7.

PARAMETROS
Lipideos o Lipideos o
) Triglicerideos Colesterol no ) Triglicerideos Colesterol
Totais no Totais nas
GRUPQOS i no figado figado nas fezes nas fezes
figado ] ) fezes
) (g/mg tecido) (g/mg tecido) (g/mg fezes) (g/mg fezes)
(g/mg tecido) (g/mg fezes)

CT (n=7) 52,93+3,662 3,28+0,382 4,78+0,28°? 2,83+1,3728 0,42+0,08 0,14+0,032P¢
CTIN (n=7) 75,2945,33%  27,90+3,432P 2,97+0,15° 7,00+1,25%P 0,20+0,06 0,25+0,042P
XCTIN(n=7) 48,14+6,22° 4,07+£0,822 4,77+0,51° 6,42+0,92%P 0,34+0,11 0,48+0,09°
OB (n=6-7) 210,0+16,45°  93,89+5,90° 7,75£0,56° 8,71+1,972P 0,50+0,13 0,01+0,0°
OBIN (n=7) | 203,7+25,82° 79,71+7,98° 8,74+0,53° 14,14+1,455¢ 0,38+0,09 0,25+0,042°
XOBIN(n=7) 239,8+29,91°  107,2+7,46° 9,30+0,58°¢ 11,43+1,86°¢ 0,45+0,10 0,10+0,032¢

Todos os grupos de gerbils que receberam dieta hiperlipidica apresentaram teores de

lipideos totais significativamente maior do que os grupos de gerbils que receberam dieta

padrdo (p<0,0001). Além disso, a quantidade de triglicerideos no figado do grupo CT foi
menor que OB (p<0,01), OBIN (p<0,05) e XOBIN (p<0,001), como também foi menor no
grupo XCTIN comparado a OB (p<0,01), OBIN (p<0,05) e XOBIN (p<0,01). CTIN n&o foi
diferente de nenhum grupo. O colesterol hepatico foi significativamente maior nos gerbils

obesos, quando comparados aos controles (p<0,0001), porém entre os gerbils controle, houve

menor concentracdo no grupo CTIN quando comparado a CT (p<0,05) e XCTIN (p<0,05).

A infeccdo com G. lamblia por uma ou duas semanas aumentou a excrecdo fecal de

lipideos nos animais obesos (OBIN e XOBIN), comparando-se aos animais do grupo CT

(p<0,05). .N&o houve alteragdo na excregdo fecal de triglicerideos, mas verificou-se que a
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excrecdo de colesterol foi diferente entre OB e CTIN (p<0,05), OB e XCTIN (p<0,001) e OB
e OBIN (p<0,05), assim como entre XCTIN e XOBIN (p<0,05).

5.3.4. Dosagens de Citocinas no intestino delgado, tecido adiposo e baco

No intestino delgado, ndo houve diferenca nos niveis das citocinas I1L-1, IL-10, IL-17
e TNF-a (Tabela 3). A obesidade ndo alterou, mas a infec¢do por uma semana aumentou os
niveis da citocina IL-2 no intestino de gerbils alimentados com dieta Controle (CTIN),
p<0,01, quando comparados aos grupos CT e OB ou Hiper (OBIN) p<0,01 (Figura 7A),
qguando comparados aos grupos CT, XCTIN, OB e XOBIN. Por outro lado, gerbils obesos
(OB) tiveram reducdo nos teores de IL-4, em relacdo ao grupo CT (p<0,05) (Figura 7B). A
infeccdo por uma (CTIN) ou duas semanas (XCTIN), aumentou os niveis de IL-5 (p<0,05)
nos gerbils dos grupos alimentados com dieta controle, quando comparadas ao grupo CT sem
infeccdo (Figura 7C). A infeccdo aumentou ainda, os niveis de IL-6 em todos os gerbils
infectados por uma (CTIN e OBIN),p<0,001 ou duas semanas (XCTIN e XOBIN) P<0,01,
quando comparados com o grupo CT. O grupo obeso (OB) apresentou nivel mais baixo dessa
citocina do que OBIN, p<0,01 (Figura 7D). Quanto a citocina IL-13 (Figura 7E), a infec¢do
por duas semanas em gerbils obesos (XOBIN) causou reducdo nos teores desta citocina em
relacdo aos encontrados nos grupos CTIN e XCTIN (p<0,05). Gerbils obesos ndo infectados
(grupo OB) tiveram reducdo dos niveis de IFN-y em relagdo ao grupo CT (p<0,05) (Figura
7E). Os valores absolutos dos resultados encontrados estdo descritos no anexo E.

Tabela 3. Resultados das dosagens das citocinas IL-1, IL-10, IL-17 e TNF-a no intestino
delgado dos grupos Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle
Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e
Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em

média + erro padréo. n= 6-7. Dados expressos em Média + Erro Padréo.

CITOCINAS
IL-1 (pg/mL) IL-10 (pg/mL) IL-17 (pg/mL) TNF-a (pg/mL)
CT (n=7) 62,79+7,79 7,487+3,10 23,65+4,41 236,6+29,79
CTIN (n=7) 78,13+9,52 2,666+1,10 27,7£2,43 236,3+30,72
XCTIN(n=7) 85+9,48 5,339+2,97 26,43+4,32 251,8+25,15
OB (n=6-7) 52,02+5,08 20,69+8,26 19,49+3,34 216,5+14,14
OBIN (n=7) 65,94+5,78 5,019+3,44 27,55+3,49 245,3+23,45
XOBIN(n=7) 70,64+10,62 4,087+2,40 25,19+1,87 263,2+28,59
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Figura 7. (A) Resultado da dosagem da citocina IL-2, (B) IL-4, (C) IL-5, (D) IL-
6, (E) IL-13 e (F IFN-y no intestino delgado dos grupos Controle (CT), Controle
Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN),
Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2
semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em media + erro

padréo. n=5-7.
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Na figura 8 estdo os resultados das dosagens de hormonios e citocinas no tecido

adiposo.
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Figura 8. Resultados das dosagens de (A) Adiponectina, (B) TNF-a, (C) IL-10, (D) IL-6¢
(E) Leptina no tecido adiposo epididimal dos grupos Controle (CT), Controle Infectado
por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB),
Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no

final do experimento. Dados expressos em média + erro padrdo. n=5-7.

Os gerbils alimentados com dieta hiper, apresentaram niveis de adiponectina e IL-10
menores do que o grupo CT. A infeccdo por G.lamblia por si s, também provocou este
mesmo perfil nos animais alimentados com dieta controle (Figura 8A, 8C). Ja os niveis de
TNF-a estiveram aumentados no grupo obeso sem infecgédo e no grupo controle com uma
semana de infeccdo (CTIN) (Figura 8B). Os niveis de IL-6 (Figura 8D) e leptina (Figura 8E)

no tecido adiposo, foram semelhantes em todos 0s grupos experimentais.
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Na tabela 4 é possivel observar os resultados referentes a dosagem de citocinas nas

culturas de células do bago.

Tabela 4. Resultados das dosagens das citocinas IL-1, IL-4, 1L-13, IL-17 e IFN-y na cultura de

células do baco dos grupos Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN),

Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana

(OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos

em média + erro padréo. n= 6-7.

CITOCINAS
IL-1 (pg/mL) IL-4 (pg/mL) IL-13 (pg/mL) IL-17 (pg/mL) IFN-y (pg/mL)

CT (n=7) 15,47+1,78  17,83+1,08  47,44+2,50° 11,53+0,88 432,39
CTIN(n=7) | 16,49+3,10  23,1#2,69  188,1+46,512b 11+0,59 43,59+3,39
XCTIN(n=7) | 32,66+9,22  19,33+2,16  253+83,35" 10,3+0,44 40,82+3,25
OB (n=7) 61,51+18,2  18,39+1,93  131,1#47,06®®  10,31#+0,93  37,39+1,78
OBIN (n=7) | 84,88+31,52 18,66+1,25 164,3+36,712P  10,47+0,24  40,56+2,29
XOBIN(n=7) | 22,18+220  20,23+4,09  68,88+14,022>  1243+115  50,26%5,28

Os niveis de IL-1, IL-4, IL-17 e IFN-y na cultura de células do bago foram semelhantes

em todos os grupos experimentais. Ja IL-13, apresentou niveis mais altos no grupo XCTIN

(p<0,05) do que o grupo CT. Os demais grupos ndao demonstraram diferencas.
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5.3.5. Histopatologia e morfometria do duodeno

A tabela 5 apresenta os resultados da intensidade de parasitismo no duodeno e o
infiltrado inflamat6rio na lamina propria dos grupos experimentais. O duodeno dos gerbils
dos grupos CT e OB apresentou aspecto histologico compativel com a normalidade. No grupo
CTIN foram observados parasitismo (de moderado a intenso) e infiltrado inflamatorio
predominantemente mononuclear (de intenso a acentuado) em 100% dos gerbils. O infiltrado
era constituido principalmente por linfocitos, seguido de macréfagos e, com pequeno aumento
de eosindfilos. A area da lamina propria e, as vezes, da submucosa, encontrava-se aumentada
devido ao aumento do numero de células e devido a um maior distanciamento entre elas,

caracteristica do edema da lamina prépria e da submucosa.

Ja com duas semanas de infeccdo (grupo XCTIN), 42% dos gerbils apresentou
parasitismo de moderado a intenso enquanto em 58% o parasitismo foi discreto. Quanto a
intensidade do infiltrado inflamatdrio, também houve redugdo quando comparado com a 12
semana da infec¢do. O infiltrado inflamatério de moderado a intenso foi observado em 28,6%

dos gerbils enquanto o infiltrado discreto foi encontrado em 71,4% do grupo.

No grupo OBIN, 57,1% dos gerbils apresentaram parasitismo discreto em
contraposicdo a 42,9%, que apresentaram parasitismo de moderado a intenso. Quanto ao
infiltrado inflamatdrio, em 42,9% do grupo foi discreto a moderado, enquanto 57,1% foi
intenso a acentuado. Contudo, no grupo XOBIN foi observado um aumento da intensidade do
parasitismo. Em 71,4% dos gerbils o parasitismo foi de moderado a intenso enguanto em
28,6% dos gerbils o parasitismo foi discreto. O agravamento do parasitismo foi acompanhado
pelo aumento da intensidade da inflamagdo. Em 85,7% dos gerbils, o infiltrado inflamatorio
foi de intenso a acentuado enquanto em 14,3% foi discreto a moderado.
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Tabela 5. Intensidade de parasitismo no duodeno e Infiltrado inflamatério na lamina
propria dos grupos Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por
2 semanas (XCTIN), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2
semanas (XOBIN).

INTENSIDADE DA INFLAMAGAO INTENSIDADE DE PARASITISMO
GRUPOS (N° DE ANIMAIS DO GRUPO PERTENCENTES A (N° DE ANIMAIS DO GRUPO PERTENCENTES A
CATEGORIA) CATEGORIA)
Ausente Discreta Moderada  Grave Acentuada | Ausente Discreta Moderada  Grave Acentuada
0 + ++ +++ ++++ 0 + ++ +++ ++++

CT 7 0 0 0 0 7 0 0 0 0
CTIN 0 0 1 2 4 0 0 0 7 0
XCTIN 0 2 3 2 0 0 4 2 1 0
OB 7 0 0 0 0 7 0 0 0 0
OBIN 0 0 3 2 2 0 4 2 1 0
XOBIN 0 1 0 4 2 0 2 1 4 0

Qualitativamente, com relacdo a altura das vilosidades intestinais, nos gerbils do grupo
XOBIN, foi observada a presenca de muitas vilosidades encurtadas quando comparado com o
grupo CT (Figura 9A, 9B, 9C e Figura 10G, 10H, 101 e 10J). As criptas intestinais dos gerbils
dos grupos CTIN, XCTIN, OBIN e, especialmente do grupo XOBIN, mostraram-se
hiperplésicas, com visivel aumento de sua profundidade, do numero de figuras de mitose e de
celulas caliciformes (Figura 9 e Figura 10).

A tabela 6 apresenta os resultados da analise morfomeétrica da altura das vilosidades,
profundidade das criptas intestinais, assim como a razdo vilosidade:cripta dos gerbils dos
diferentes grupos experimentais. A altura das vilosidades diminuiu no grupo XOBIN quando
comparado a CT (p<0,05), OB (p< 0,01) e a OBIN (p<0,001). Os grupos CTIN e XCTIN,
tambem apresentaram vilosidades menores quando comparados a OB (p<0,05) e OBIN
(p<0,01). Ja a profundidade das criptas, aumentou nos gerbils infectados CTIN (p<0,01),
XCTIN (p<0,01), OBIN (p<0,0001) e XOBIN (p<0,0001) quando comparados a CT e OB.
Entre os grupos infectados, OBIN, assim como XOBIN, ainda foram maiores do que CTIN
(p<0,0001) e XCTIN (p<0,0001). O grupo XOBIN ainda foi maior que OBIN (p<0,01).
Como consequéncia nas alteracdes de vilosidades e criptas, a razdo vilosidade:cripta também
foi menor nos gerbils infectados CTIN (p<0,001), XCTIN (p<0,001), OBIN (p<0,001) e

67



XOBIN (p<0,0001), reduzindo 33,1 %, 35,72%, 37,54% e 57,4% em relacdo ao controle.
Entre os grupos infectados, XOBIN ainda foi menor que CTIN (p<0,001), XCTIN (p<0,01) e

OBIN (p<0,01).

Tabela 6. Analise morfométrica das vilosidades e criptas duodenais de gerbils dos grupos

Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2
semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado

por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em média + erro padréo.

n=7.
PARAMETROS
Reducéo da razéo
Vilosidade:
Altura das Profundidade Razéo .
GRUPQOS o . o ) Cripta em relacao
Vilosidades (um) das Criptas (um) Vilosidade: Cripta
ao grupo Controle
(%)
CT (n=7) 525,4+9,512d 63,92+1,462 8,260,312 0
CTIN (n=7) | 470,9+21,312° 85,411, 76 5,53+0,30° 33,1
XCTIN (n=7) | 467,2£19,722P 88,31+2,15P 5,31+0,26P 35,72
OB (n=7) 554,8+29,24 ¢ 71,42+3,682 7,88+0,532 4,61
OBIN (n=7) | 575,8+18,73° 111,6+2,64¢ 5,16+0,13° 37,54
XOBIN (n=7) | 435,5£12,73" 127,147,219 3,52+0,32¢ 57,4
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Figura 9. Duodeno de gerbils dos grupos controle sem infeccdo (CT), controle
infectado por 1 semana (CTIN) e controle infectado por 2 semanas (XCTIN). (A)
Grupo CT. Duodeno de aspecto histoldgico normal. Barra 200 um. (B) Maior aumento da
figura anterior. Barra 100 um. (C) Detalhe da figura B mostrando a lamina propria e
cripta intestinal com suas celularidades normais. Barra 50 um. (D) Grupo CTIN:
encurtamento de vilosidades intestinais. Barra 200 um. (E) Aumento da area de lamina
prépria as custas de intenso infiltrado inflamatério (*) e edema. Criptas intestinais
hiperplésicas (setas). Barra 100 um. (F) Detalhe da figura anterior mostrando trofozoitos
de Giardia lamblia no lumen intestinal (cabeca de seta). Barra 50 pm. (G) Maior
aumento da figura anterior mostrando o infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear e parte das criptas hiperplasicas. Barra 50 um. (H) Grupo XCTIN. Presenca
de algumas vilosidades intestinais encurtadas. Barra 200 um. (1) reducéo do infiltrado
inflamatorio na lamina prépria em relacdo ao grupo CTIN. Cripta hiperplasica (cr). Barra
100 um. (J) Infiltrado inflamatdrio predominantemente mononuclear (*). (K) Detalhe da
figura anterior mostrando menor quantidade de trofozoitos (cabecas de seta) no Iimen
intestinal em relagdo ao grupo CTIN. Barra 50 pum. Vilosidade intestinal (V); muscularis

mucosae (mm); la (lamina propria); cr (cripta intestinal). Hematoxilina e Eosina.

70



71



Figura 10. Duodeno de gerbils dos grupos obeso sem infeccédo (OB), obeso infectado
por 1 semana (OBIN) e obeso infectado por 2 semanas (XOBIN). (A) Grupo OB.
Duodeno de aspecto histologico normal. Barra 200 um. (B) Maior aumento da figura
anterior. Barra 100 um. (C) Detalhe da figura B mostrando a lamina prépria e cripta
intestinal com suas celularidades normais. Barra 50 pum. (D) Grupo OBIN. Notar o
encurtamento de vilosidades intestinais. Barra 200 um. (E) Infiltrado inflamatério (*) e
edema da lamina prépria. Criptas intestinais hiperplasicas (setas largas). Hiperplasia de
celulas caliciformes (setas finas). Barra 100 pm. (F) Maior aumento da figura anterior
mostrando o infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear (*), a hiperplasia
das criptas (setas largas) e das células caliciformes (setas finas). Escassos trofozoitos de
Giardia lamblia no limen intestinal (cabegas de seta). Barra 50 pum. (G) Grupo XOBIN.
Maior quantidade de vilosidades intestinais encurtadas do que o observado no grupo
OBIN. Barra 200 um. (H) Detalhe da figura anterior mostrando grande ndmero de
trofozoitos de Giardia lamblia no limen intestinal (cabecas de seta). Barra 50 um. (1)
Maior aumento da figura anterior mostrando vilosidades encurtadas, criptas bastante
hiperplésicas (setas largas) e o infiltrado inflamatdrio mais intenso do que o observado no
grupo OBIN (*). Barra 100 um. (J) Maior aumento da figura anterior mostrando as
criptas hiperplésicas (setas largas), figuras de mitose nas criptas (cabecas de seta
brancas), hiperplasia de células caliciformes (setas finas) e infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear (*). Barra 50 um. Vilosidade intestinal (\V); muscularis

mucosae (mm); la (Iamina propria); cr (cripta intestinal). Hematoxilina e Eosina.
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5.3.6. Quantificacdo das estruturas semelhantes a coroas (Crown-Like
Structures — CLS)

Na contagem de estruturas semelhantes a coroa, ndo foi observada diferenca estatistica
entre os valores obtidos para cada um dos grupos experimentais, como pode ser visto na

figura 11.

Contagem de Estruturas Semelhantes a Coroa

N° de Estruturas
o
w »
L ]

Semelhantes a Coroa/camp
N
L

-
1

ii-i"-r'”;l

CT CTIN XCTIN OB OBIN XOBIN

o
1

Grupos Experimentais

Figura 11. Estruturas em forma de coroa no tecido adiposo dos gerbils dos grupos
Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2
semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado
por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em média + erro padrao.
n= 5-6.

5.3.7. Histopatologia e morfometria da esteatose hepatica

O figado dos gerbils do grupo CT apresentou aspecto histolégico compativel com a
normalidade (Figura 12A). Em todos os gerbils do grupo CTIN foi observada esteatose difusa
discreta, caracterizada pela presenca de mdaltiplos pequenos vaclolos citoplasmaticos em
imagem negativa localizados praticamente em todos os hepatdcitos dos cortes analisados e,
alguns vacuolos de tamanho maior que empurravam discretamente o ndcleo para a periferia
do hepatdcito (Figura 12B). J& nos gerbils do grupo XCTIN, foi observada reducdo
significativa dos vacuolos citoplasmaticos, encontrando-se vastas areas de parénquima
hepético de aspecto normal, intercaladas por algumas regides com vacuolos citoplasmaticos
de diferentes tamanhos (Figura 12C). Nos grupos OB, OBIN e XOBIN o aspecto morfoldgico
observado foi semelhante. Em todos os gerbils destes grupos foi encontrada esteatose

principalmente macrovesicular difusa intensa, caracterizada pela presenca de hepatdcitos
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aumentados de tamanho, devido a presenca, principalmente, de um vacuolo citoplasmatico

em imagem negativa que empurrava o nucleo totalmente para a periferia do hepatdcito,

juntamente com capilares colapsados (Figura 12D, 12E, 12F).

A tabela 7 mostra os resultados da avaliagdo da deposi¢do de gordura no figado dos

gerbils dos grupos experimentais. Os gerbils obesos apresentaram maior deposicdo de

gorduras, principalmente na forma de macrovesiculas do que os animais alimentados com a

dieta controle. Os animais controle infectados por uma semana (CTIN) apresentaram maior

deposicao de microvesiculas de gordura no figado do que os animais controle ndo infectados

(grupo CT), p<0,01, que parece ter regredido apos duas semanas de infeccao (grupo XCTIN).

Tabela 7. Avaliacdo da deposicdo de gordura no tecido hepatico dos gerbils dos grupos

Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2
semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado
por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento. Dados expressos em média + erro padrao.

n="7.

GRUPOS

CT (n=7)
CTIN (n=7)
XCTIN (n=7)
OB (n=7)
OBIN (n=7)

XOBIN (n=7)

Area ocupada pelas
Microvesiculas (um?)

10557+53292

54953+5730°
27985+10536%°
32761+29132b

39295+3956°

30372+46892P

Area ocupada pelas
Macrovesiculas (um?)

Area Total ocupada

por gordura (um?)

7134+56852 14101+102122
800231444220 13497649443 2b
35367+152642 63352+25268 2
375050+33213° 407811+30903°
378852+58373° 377893157334 "
400630+68921° 431002465375 "

Quanto a &rea ocupada por macrovesiculas e rea total ocupada por gordura:

CT vs OB: p<0,01

CT vs OBIN: p<0,01

CT vs XOBIN: p<0,01
XCTIN vs OB: p<0,05
XCTIN vs OBIN: p<0,05
XCTIN vs XOBIN:p<0,05
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Figura 12. Figado de gerbils dos grupos controle sem infeccdo (CT), controle infectado
por 1 semana (CTIN), controle infectado por 2 semanas (CTIN) e obeso sem infeccéo
(OB), obeso infectado por 1 semana (OBIN) e obeso infectado por 2 semanas (XOBIN).
(A) Grupo CT. Figado de aspecto normal. (B) Grupo CTIN. Esteatose discreta atingindo
praticamente todos o0s hepatdcitos, caracterizada pela presenca de pequenos vacuolos
citoplasmaticos em imagem negativa. (C) Grupo XCTIN. Reducdo da area de esteatose em
relacdo ao grupo CTIN. Notar a presenca de varios hepatocitos sem acumulo de gordura (*).
Grupos OB (D), OBIN (E) e XOBIN (F). Esteatose intensa sem diferenga entre estes grupos,
caracterizada principalmente pela presenca de grandes vacuolos citoplasmaticos em imagem
negativa que empurram o nicleo para a periferia do hepatdcito, aumentam o seu tamanho e
comprimem os capilares sinusoides. Veia centrolobular (vc). Barra 100 um. Hematoxilina e

Eosina.

76



6. DISCUSSAO

Dietas ricas em gorduras e acgucares simples, geralmente ocasionam aumento do peso
corporal, resultando na expansdo do ndmero e do volume de adipécitos (Hauner 2005).
Consequentemente, ha desregulacdo da atividade secretora do tecido adiposo, contribuindo
para o desenvolvimento de doencas metabdlicas, alterando as respostas inflamatorias e o
metabolismo de lipidios e da glicose (Lumeng & Saltiel, 2011). O aumento do indice de
Massa Corporal (IMC) tem sido associado com maior risco e pior prognéstico para diversas
infeccdes bacterianas (Hsu et al, 2007; Ordway et al, 2008; Mancuso 2010) e virais (Smith et
al, 2007; Smith et al, 2009; Karjala et al, 2011). Quanto as infeccGes parasitarias, duas
vertentes vem sendo consideradas: o agravamento da infeccdo decorrente das alteracdes
advindas do tecido adiposo (Robert et al, 2008; de Carvalho et al, 2015; Cabalén et al, 2016;
Sarnaglia et al, 2016), e a modulacdo da adiposidade pelos parasitos, atenuando suas
consequéncias (Yang et al., 2013; Hussaarts et al, 2015). Entretanto, ndo existem evidéncias
que confirmem se este quadro ocorre também em enteroparasitoses ndo-invasivas como a
giardiase. Até o presente momento, este € o primeiro estudo associando obesidade e infecgéo
por G. lamblia. Neste contexto, o presente trabalho buscou contribuir no esclarecimento do
assunto avaliando as alteracdes metabdlicas, intestinais e imunolégicas de gerbils da espécie
Meriones unguiculatus experimentalmente infectados com G. lamblia, previamente
submetidos a dieta hipercaldrica/hiperlipidica, tendo em vista que este protozoario &, até o

momento, considerado um parasito ndo-invasivo.

Dietas com elevado teor de lipideos e calorias ja sdo amplamente utilizadas na literatura
como indutoras de obesidade (Von Diemen et al, 2006, Smith et al, 2007, Akagiri et al, 2008,
Smith et al, 2009, Karlsson et al, 2010) mas, até 0 momento, ndo ha relatos do emprego do
gerbil da espécie Meriones unguiculatus como modelo experimental para estudo desta
morbidade, sendo este portanto, o primeiro objetivo deste trabalho. Ap6s a inducdo de
obesidade, neste estudo, os gerbils alimentados com a dieta Hiper apresentaram muitas
alteraces tipicas da doenga, como aumento de peso corporal, dos pesos relativos do tecido
adiposo e do figado, dislipidemia, maior deposicdo hepética de gordura total, colesterol e
triglicerideos, alem da alteracdo da producédo de adipocinas. A dieta Hiper era rica em acidos
graxos saturados e monoinsaturados, com uma pequena razdo de acido graxo
saturado/insaturado, quando comparada a dieta Controle. Surpreendentemente, Nnossos
resultados mostraram que ndo houve diferenca na ingestdo caldrica total entre os grupos
controles e obesos mas, apesar disso, a ingestdo de gorduras saturadas ou mono-saturadas foi

significativamente maior. Este fato demonstra que o tipo de gordura na dieta é um fator
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obesogénico primario, como ja sugerido previamente (Crescenzo et al, 2015). Isso porqué os
PUFA sdo preferencialmente oxidados e inibem a sintese de novo de acidos graxos hepaticos
e a expressdo de genes lipogénicos, diminuindo o teor de gordura abdominal e a resisténcia
periférica a insulina, em comparagdo com os SFA (Bjermo et al, 2012; Moussavi et al, 2008).
Além disso, a oxidacdo da gordura € aumentada, conforme aumento na razao da ingestdo de
poliinsaturados/saturados (Moussavi et al, 2008), sendo que uma dieta rica em PUFA poderia
ainda, promover a proliferacdo do crescimento do tecido adiposo marrom, bem como
diminuicdo da regulacdo positiva da proteina 1 (Barqut et al, 2016). E por isso que as dietas
ricas em acidos graxos insaturados sdo consideradas menos nocivas para a saude humana do
que aquelas ricas em gordura saturada (Crescenzo et al, 2015). Em conjunto, estes resultados
confirmaram o estabelecimento de obesidade no gerbil, tornando-o bom modelo para o estudo

desta patologia associada ou ndo a infeccdo parasitaria.

Nas fases iniciais da hipertrofia dos adipocitos, uma série de fendmenos como o estresse
oxidativo, a hipoxia e a sub-regulacdo de algumas quimiocinas, iniciam 0 processo
inflamatorio neste tecido (Bost et al, 2005; Ito et al, 2007). No decorrer da obesidade, ha
ainda o recrutamento e ativacdo de outras células do sistema imunolégico, como 0s
macrofagos que, por sua vez, sofrem polarizacdo do fenotipo M2 para M1, aumentando a
secrecdo de varias citocinas pro-inflamatdrias e diminuindo a producéo de fatores atenuadores
da inflamacdo (Lumeng, Bodzin & Saltiel, 2007; Gregor & Hotamisligil, 2011; Jung & Choi,
2014; van Stijn et al, 2015). Macréfagos alternativamente ativados (M1), aumentam a
secrecdo de TNF-a e estimulam a lipdlise no tecido adiposo que, numa interagdo paracrina
com os adipdcitos, induzirdo a produgdo de TNF-o pelos macrofagos (Cawthorn & Sethi,
2008; Klop, Elte & Cabezas, 2013), e 0 aumento da sintese e da liberagdo de leptina (Paz-
Filho et al, 2012) pelo tecido adiposo. Valores aumentados de TNF-a no tecido adiposo,
foram observados em nosso modelo experimental de obesidade, entretanto, sem alteracdo na
quantidade de IL-6 ou leptina produzida neste tecido. A concentracdo de leptina em relacdo a
massa adiposa em humanos, diminui a medida que fatores relacionados a sindrome
metabolica se agravam, especialmente a hipertrigliceridemia (Paz-Filho et al, 2009) além
disso, a producdo desta adipocina é influenciada pela producdo de IL-6 neste tecido (Trujillo
et al, 2004). Assim, acredita-se que em gerbils, 0 aumento de TNF-a por si sd, nao foi capaz
de induzir a maior producéo de leptina, sendo talvez necessario o estimulo adicional de IL-6.
Considerando-se a menor concentracdo de leptina e IL-6 em relacdo a massa adiposa,
hipotetizamos que em gerbils, a hipertrigliceridemia, possa ter contribuido para estes achados,

como ja descrito em humanaos.
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A obesidade induzida pela dieta é caracterizada pela reducdo da producdo de adipocinas
anti-inflamatorias, como a adiponectina, que em condi¢fes normais é amplamente produzida
pelo tecido adiposo (Golubovi¢ et al, 2013). Nosso modelo experimental de obesidade
apresentou diminuicdo da concentracdo de adiponectina e de 1L-10 no tecido adiposo. E
sabido que esta adipocina atua na inducdo da expressdo de IL-10, em macréfagos M2 (van

Stijn et al, 2015), o que pode ter justificado os resultados encontrados.

Em animais obesos a maior liberagdo de AGL dos adipdcitos estimulada pelo aumento de
TNF (Clemente-Postigo et al, 2011) causa maior entrada de AGL no figado que, por sua vez,
tera maior producdo de triglicerideos (TGL) e secrecdo aumentada de lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL) (Klop et al, 2013), justificando a hipertrigliceridemia observada nos
animais obesos. O acumulo de lipideos no figado é potente estimulador da esteatose hepatica
(Donnelly et al, 2005), também verificado nos animais obesos deste estudo. Tomados em
conjunto, as alteracbes decorrentes da obesidade encontradas neste trabalho, como a
hipertrigliceridemia, o aumento de citocinas que induzem a lipélise, aumento da inflamacéo
local e diminuicdo de adipocinas que regulam a inflamacdo, além da esteatose hepética, é
possivel afirmar que o uso deste modelo experimental, ja consolidado para o estudo da
giardiase, pode ser empregado para o estudo da obesidade. Entretanto, como o objetivo
principal deste estudo foi avaliar a influéncia da infeccdo parasitaria neste perfil metabdlico e

imunologico, os resultados devem ser analisados em toda sua amplitude.

Durante uma infeccdo, o organismo precisa elaborar uma resposta imunoldgica e
sustenta-la, para completa eliminacdo do agente infeccioso. A primeira linha de defesa contra
patdgenos invasores é a resposta imune inata que detecta e limita a infecgdo. Além disso, a
resposta inata também contribui para o desenvolvimento da resposta imunitaria adaptativa, o
gue da origem a memoria imunoldgica (McDade et al, 2016). Neste trabalho, observamos que
a infeccdo por G.lamblia causou impactos diferentes de acordo com o estado nutricional

prévio dos animais, sendo muito mais prejudicial nos animais obesos.

Nos animais que se alimentaram da dieta Controle, na primeira semana apos o indculo,
alta intensidade de parasitos foi observada no intestino delgado. Neste momento, a infec¢do
causou efeitos deletérios no tecido local, que pdde ser confirmado pelo aumento de infiltrado
inflamatdrio na lamina propria, aumento da profundidade das criptas e por consequéncia,
diminuicdo da razdo vilosidade:cripta em mais de 30%. Mesmo sendo uma infecgéo
majoritariamente assintomatica (Adam 2001), a giardiase, em alguns individuos, pode causar

uma série de danos na mucosa como a apoptose de enterdcitos, rompimento de juncoes
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firmes, seguidos de encurtamento das vilosidades concomitante a hiperplasia das criptas
(Scott et al, 2004; Troeger et al, 2007; Behera et al, 2008; Koot et al, 2009). Além disso,
apesar dos estudos histolégicos da mucosa do intestino delgado, muitas vezes ndo
demostrarem nenhuma anormalidade aparente, o aumento de infiltrados linfocitarios e a
diminuicdo da razdo vilosidade-cripta foram descritos em algumas criancas (Koot et al, 2009),
além da presenca de inflamacdo em alguns adultos tanto na infec¢do aguda (Hanevik et al,
2007) como na cronica (Troeger et al, 2007). O encurtamento difuso das microvilosidades
epiteliais, podera levar a reducdo na secrecdo de dissacaridases (Solaymani-Mohammadi &
Singer, 2011) e hipersecrecdo de anions, contribuindo com os prejuizos na absorcdo de
lipideos (Bansal et al, 2005) e demais manifestagdes clinicas da doenca (Jimenez 200;, Buret
2008; O’Hara & Buret, 2008; Koot et al, 2009). Neste trabalho, no entanto, ndo observamos
alteracdes decorrentes da ma absorcdo de nutrientes, como perda de peso ou excrecdo de

lipides nas fezes, nos animais controle infectados, por uma ou duas semanas.

Entretanto, ap6s a primeira semana de infec¢cdo parasitaria, os animais do grupo CTIN
demonstraram alteragdes sistemicas como o depdsito de microvesiculas de gordura no figado
e ainda, um perfil pré-inflamatdrio no tecido adiposo, com aumento de TNF-o e diminuigéo
de IL-10 e adiponectina. Curiosamente, relatos sobre a deposicao de lipideos nos hepatocitos
foram descritos raras vezes nas década de 80 e 90, com apenas dois estudos relatando a
associacao entre giardiase e esteatose hepética. O primeiro, realizado por Sotto & Gra (1985),
avaliou a funcdo hepética de 25 pacientes com diagndstico de giardiase. Destes, 60% dos
pacientes apresentaram alteracdes da histologia hepatica, sendo 36% de esteatose e 24% de
lesGes inflamatdrias, trés casos de hepatite crénica persistente, sendo que em dois deles a
hepatite cronica era ativa. A regressdo das lesGes hepaticas foi obtida apenas com o
tratamento antiparasitario e, em alguns casos, o reaparecimento das lesdes dependiam de
reinfeccOes com o parasito. Em 1990, Sotto et al., avaliaram as implicaces da giardiase no
parénquima hepatico, utilizando 20 ratos infectados com Giardia muris (nos quais foi feito
estudo histologico do figado), e 25 pacientes com giardiase que tinham niveis elevados de
alanina-aminotransferase e que ndo possuiam marcadores positivos para hepatite B, colelitiase
ou histdrico de uso de drogas ou alcool. Os autores encontraram lesdes hepaticas inespecificas
em 20% dos animais. Nos pacientes, a biopsia hepatica demonstrou lesdo hepatica em 94%
dos pacientes (sendo 20 casos de lesdes celulares e 12 casos de lesdes inflamatdrias), que

regrediram no terceiro més de tratamento.

Nos ultimos anos, vem surgindo uma ampla gama de estudos associando alteragdes no
organismo a danos ao epitélio intestinal, uma vez que a microbiota exerce inumeras funcoes
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no organismo além de barreira fisica contra patogenos (Quigley et al, 2013; Jiang et al, 2015).
Tendo em vista que o intestino e o figado estdo ligados pelo sistema venoso portal e ainda,
que o sangue portal, contétm ndo sé os produtos de digestdo, mas também produtos
microbianos derivados de microrganismos que colonizam o intestino, o parénquima hepatico
se torna o primeiro local de exposicdo e filtracdo para tais produtos depois do intestino
(Duseja & Chawla 2014). Sendo assim, alteracfes na membrana intestinal tornam o figado
mais vulnerdvel a translocacdo de bactérias, produtos bacterianos, endotoxinas ou citocinas

segregadas.

A associacdo entre lesdo ao epitélio intestinal, super crescimento de microrganismos e
esteatose hepatica ja foi observada previamente tanto em modelos animais, como em
humanos. Gabele et al. (2011) induziram a esteatose hepatica ndo-alcoolica (EHNA) em
camundongos C57BL/6 alimentando-os com dieta rica em gordura e, em seguida, estudaram
os efeitos da exposicdo destes animais a 1% de sulfato de sodio dextrano. A lesdo intestinal
causada pela administracdo combinada de dieta rica em gordura e de sulfato de sddio
dextrano, além de agravar a esteatohepatite, também induziu resposta prd-fibrogénica no
figado. Os autores verificaram que a inducdo da inflamacdo intestinal por sulfato de sddio
dextrano, danificou a barreira intestinal e permitiu a translocacdo de lipopolissacarideos (LPS)
com consequente inflamacdo hepatica e fibrogénese. Miele et al (2009), ao estudarem a
permeabilidade intestinal em 35 pacientes com doenca hepéatica gordurosa ndo-alc6olica
(DGHNA), correlacionaram este fendmeno a integridade das jungdes firmes e a prevaléncia
de supercrescimento bacteriano no intestino delgado, comparando estes individuos a pacientes
com doenca celiaca ndo tratada (como um modelo de hiperpermeabilidade intestinal) e com
individuos saudaveis. Estes autores demonstraram que os pacientes com DGHNA tiveram
maior permeabilidade intestinal e maior crescimento bacteriano em comparagdo com
individuos saudaveis, embora ambos tenham sido menores do que nos pacientes celiacos ndo
tratados, evidenciando que a esteatose hepatica em seres humanos esta associada com
aumento do crescimento bacteriano no intestino e consequente ruptura das jungdes firmes e

aumento da permeabilidade intestinal.

No presente trabalho, embora a infec¢do nao tenha aumentado a area total de gordura
no figado nos animais do grupo controle (Grupo CTIN), a analise da extracdo de lipideos,
juntamente com a morfometria mostraram que houve deposicdo de lipideos no figado na
forma de microversiulas apds a primeira semana de infec¢do. Esse acimulo ocorreu em
sinergia com maior parasitismo no epitelio intestinal destes animais, regredindo com maior
tempo de infecgdo, como foi visto apds duas semanas. Sabendo-se que a Giardia lamblia é
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capaz de lesar as juncGes firmes (Chin et al, 2002; Panaro et al, 2007; Jenkins et al, 2009;
Maia-Brigagdo et al, 2012) e que estas jungdes desempenham papel importante na
manutencdo da integridade da barreira intestinal, a ocorréncia de super crescimento de
microrganismos, como a Giardia, no lumen intestinal pode acarretar em maior passagem de
bactérias, produtos bacterianos, endotoxinas e inflamacao local, sendo um dos fatores chave

para o acumulo lipidico no figado, observado na giardiase.

Além do acumulo de lipideos no parénquima hepatico, alteracbes no perfil
inflamatorio no tecido adiposo de gerbils do grupo controle infectados por uma semana
(CTIN) também foram observadas, como aumento de TNF-a, que comegou a diminuir na
segunda semana de infeccdo (XCTIN). Simultaneamente, houve diminui¢do da concentragdo
de IL-10, que comecgou a aumentar nos gerbils infectados por duas semanas. A composi¢do
celular do tecido adiposo ndo é homogénea, sendo composta por inumeros tipos celulares
como células tronco mesenquimais, células T reguladoras, células precursoras endoteliais,
pré-adipdcitos, assim como macrofagos M2, as quais sdo conhecidas por fragdo do estroma
vascular do tecido adiposo (Mathis 2013). Considerando-se que a maioria sdo células do
sistema imunitério, o tecido adiposo pode também desempenhar papel importante na resposta
imune, seja pelo efeito direto das células imunitarias residentes no tecido, ou indiretamente,
pela modulacdo da resposta imune de forma enddcrina e/ou paracrina (Desruisseaux et al,
2007; Mathis 2013). Muito ja tem sido estudado sobre os efeitos que tais populacdes celulares
podem exercer no organismo de um individuo obeso (Cawthorn & Sethi, 2008; Clemente-
Postigo et al, 2011; Golubovi¢ et al, 2013; Jung & Choi, 2014; van Stijn et al, 2015).
Entretanto, pouca atencdo tem sido direcionada a resposta imunoldgica de hospedeiros de
peso adequado acometidos por doencas infecciosas (Desruisseaux et al, 2007). Estudos
recentes tem demontrado que protozodrios invasivos como o Trypanosoma cruzi (Nagajyothi
et al, 2012) e Neospora caninum (Teixeira et al, 2015) séo capazes de invadir o tecido adiposo
nos primeiros estagios de infeccdo, provocando respostas imunoldgicas e alteracfes
metabolicas tanto locais como sistémicas. Entretanto, ndo ha pesquisas que avaliem se
antigenos parasitarios seriam capazes de densencadear as mesmas respostas. Atualmente vem
sendo demonstrando o potencial invasivo de trofozoitos de G. lamblia (Martinez- Gordillo et
al, 2014; Reynoso-Robles et al, 2015), contrariando o conceito estabelecido de que este
parasito habitaria apenas o Iimen e junto as microvilosidades do intestino (Chin et al, 2002;
Troeger et al, 2007; Buret 2008). Considerando-se estes achados, € possivel que as alteracdes
encontradas no tecido adiposo dos animais do grupo controle infectado, principalmente apds

uma semana de infeccdo, sejam decorrentes da presenca de produtos do parasito, ou até
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mesmo do proprio parasito neste tecido, sendo ainda necessarios futuros estudos para

comprovar esta hipotese.

Apesar das relevantes alteracGes desencadeadas no organismo hospedeiro apés uma
semana de infecgéo, os animais do grupo controle foram capazes de desencadear uma resposta
inflamatdria rapida e sutentada por mais de uma semana, caracterizada principalmente pelo
aumento da producdo das citocinas IL-2, IL-5 e IL-6, e por uma resposta oxidativa mais

eficaz, demonstrada pela maior concentragéo de TBARS no intestino.

As citocinas desempenham papel importante na imunidade da mucosa, regulando a
barreira intestinal, a migracao e ativacdo de celulas imunitarias além do metabolismo celular,
com o fim de manter um ambiente homeostatico (Elshaera & Beguna, 2016). As fontes
principais de citocinas no intestino sdo células mononucleares, incluindo linfocitos transientes
e residentes e macrofagos, células dendriticas, células polimorfonucleares, células linfoides
inatas, bem como células epiteliais intestinais e as células do estroma (Elshaera & Beguna,
2016). No presente trabalho, o infiltrado inflamatdrio encontrado na l&mina propria dos
animais infectados, obesos ou ndo, foi predominantemente constituido por células
mononucleares, especialmente por linfocitos, seguidos dos macrofagos, além de quantidade

aumentada de eosindfilos, células que certamente foram essenciais na depuracdo do parasito.

Os dados relativos a resposta imunoldgica do hospedeiro na infeccdo por Giardia
lamblia s&o extremamente variados e controversos, uma vez que 0s estudos utilizam modelos
experimentais e cepas do trofozoito diferentes. No nosso trabalho, foi possivel observar que
todos os animais dos grupos controle ou obeso infectados apresentaram aumentada
concentragéo intestinal de IL-6 nos momentos iniciais da infecgdo por Giardia lamblia. O
papel fundamental da citocina IL-6 na inducdo de respostas celulares inatas e também na
mediacdo da producdo de anticorpos especificos ja € bem descrito na giardiase (Kimura et al,
2007; Scheller et al, 2011), sendo que camundongos deficientes em IL-6 ndo sdo capazes de
eliminar o parasito (Bienz et al, 2003; Kamda et al, 2012). Além de IL-6, as citocina IL-5 e
IL-2, também aumentaram nos animais com uma e duas semanas de infeccdo (grupos CTIN e
XCTIN). Niveis aumentados destas citocinas ja foram relatados durante infeccdes por Giardia
tanto em humanos como em modelos animais (Bayraktar et al, 2005; Matowicka-Karna et al,
2009; Matowicka-Karna et al, 2011; Solaymani-Mohammadi & Singer, 2011; Jimenez et al,
2014), mas a funcéo especifica destas citocinas na infec¢do ainda n&o foi bem estabelecida.

A IL-5, é uma citocina produzida pelas células T helper do tipo 2 e pelos mastdcitos.
Suas funcgdes sdo principalmente, estimular a producdo de células B, aumentar a secregédo de
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imunoglobulinas, além de ser a citocina mais importante na ativacao de eosinofilos. O papel
essencial de IL-5 nas infec¢Bes intestinais por helmintos ja é bem descrito, sendo que esta
citocina atua induzindo a ativacao de eosindfilos que participardo na eliminacdo dos parasitos
por efeitos citotdxicos (Rosenberg et al, 2013). Em humanos, ja foi demonstrado também que
a eosinofilia ndo se limita apenas as infeccGes helminticas, atuando também na infeccao por
protozoarios, como a Giardia lamblia (Ustun et al, 2004), sendo sua associacdo com
manifestacOes alérgicas ja de longa data (Di Prisco et al, 1998; Zalipaeva 2002; Halliez &
Buret, 2013). Nossos achados demonstram além das maiores concentracbes de IL-5, a
presenca de eosinofilos no infiltrado inflamatério da lamina propria, que podem também ter
contribuido com a supressdo da infec¢do. Outras células como os mastdcitos, podem ser
relevantes nesta fase da defesa imunolégica, tendo em vista a relevancia que os mastdcitos
tem na defesa inata contra a giardiase (Li et al, 2004; Merluzzi et al, 2010), podendo-se inferir
que a presenca de IL-5 no inicio da infeccdo poderia ser oriunda também destas células.
Considerando-se que mastocitos de individuos saudaveis ndo produzem IL-5, mas os de
pacientes com doenca inflamatoria intestinal (IBD) liberam quantidades relativamente
grandes desta citocina (Levy, 2004), os mastocitos e os seus mediadores inflamatdrios tem
sido intimamente associados a IBD, sendo sugerido que o0s agentes microbianos, incluindo os
parasitos possam aumentar o numero de mastocitos na parede intestinal, aumentando o
namero de células inflamatérias que podem causar IBD (He 2004). Esta teoria justificaria
alguns dos efeitos crénicos ja relatados na giardiase, como por exemplo, a sindrome do

intestino irritdvel pos-infeccdo por Giardia lamblia (Hanevik et al, 2014).

Durante uma resposta imunoldgica, a interleucina-2 (IL-2) é produzida rapidamente
principalmente por linfécitos TCD4+ ativados apds apresentacdo de antigenos pelas células
dendriticas (DC) em ¢6rgdos linféides secundéarios, como os linfonodos (Boyman & Sprent,
2012). No entanto, ja foi demonstrado que as préprias células dendriticas seriam capazes de
produzir e secretar esta citocina nos instantes iniciais de contato com agentes patogénicos,
sendo sua liberacdo importante no estimulo da proliferacdo de células da mucosa como
linfdcitos, células NK e macrofagos (Granucci et al, 2003). Seu papel era atribuido apenas a
modulacdo do crescimento de imundcitos, no entanto, receptores funcionais de IL-2 foram
identificados em varias linhagens de cultura de células intestinais (Ciacci et al, 1993;
Reinecker & Podolsky, 1995), atribuindo a IL-2 também a funcdo de modulagdo do epitélio,
atuando na secrecéo de ions e na proliferacdo celular, por exemplo (O’Loughlin et al, 2001).
Nos nossos animais controle apds a primeira semana de infecgéo, foi visto maior secrecéo

dessa citocina que reduziu apos a segunda semana de infeccdo devido a possivel ativacdo de
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células especificas. O papel das células dendriticas como células apresentadoras de antigenos
na giardiase ja foi relatado previamente na literatura (Rescigno et al, 2001; Castro-Sanchez &
Martin-Villa 2013) além de sua importancia na producéo de IL-6 (Lee et al, 2014). A partir
dos resultados aqui encontrados, podemos supor que o papel destas células na infeccdo por
Giardia ndo deve se limitar a producdo da citocina IL-6, mas também de IL-2, considerando-

se a rapida elevacao que esta Ultima citocina apresentou nos animais infectados.

A medida que a infeccio evoluiu, a resposta imune adaptativa também comecou a ser
elaborada, como pdde ser visto pelo aumento na concentragdo de citocinas na cultura de
células do baco. A julgar pela producdo inicial de IL-2, IL-5 e IL-4 juntamente com o
aumento significativo de 1L-13 nas células esplénicas, podemos considerar que a giardiase
estimulou uma resposta do tipo Th2, contrariando o que é descrito na literatura, mesmo com o
aumento significativo da citocina IL-6. Mesmo ndo havendo estudos que demonstrem esse
tipo de polarizacdo na resposta imune na giardiase, 0s nossos resultados demonstram que 0s

animais foram capazes de controlar a infec¢do a partir desta resposta desencadeada.

No intestino delgado, além das citocinas, a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) também pode ser auxiliar na resposta contra o parasito. Esses produtos podem ser
utilizados pelo sistema imune inato, como nas células epiteliais do intestino delgado, por
exemplo, por sua atividade citotdxica sobre agentes patogénicos, contribuindo para a
manutencdo da barreira mucosa (Witthoft et al, 1998, Eckmann et al, 2000). Nos animais do
grupo controle infectados por uma semana (CTIN), houve maior producdo de malonaldeido
(MDA), produto final da peroxidacgdo lipidica, que pode ter atuado toxicamente contra 0s
parasitos, porém nao foi observado esgotamento das enzimas antioxidantes SOD e catalase.
Entretanto, no figado, houve reducdo de SOD na primeira semana de infeccdo, que foi
prontamente reestabelecida na semana seguinte. O consumo destas enzimas nos hepatocitos,
indicativo de estresse oxidativo, foi concomitante ao periodo de maior infec¢do parasitaria nos
animais controle e a deposicao de gordura no figado, fatores que podem ter sido responsaveis
pela maior producdo de ROS. Uma vez que o organismo hospedeiro foi capaz de controlar a
progressdo da infeccdo, as alteracBes decorrentes da mesma também comecaram a ser
resolvidas, inclusive no figado. Assim, nossos achados demonstraram que essa resposta
conjunta nos animais do grupo controle foi capaz de conter a progressao da giardiase, sendo
visto que, apos a segunda semana de infecgdo, o parasitismo diminuiu, e concomitante a isso,
as alteragdes inicialmente vistas, ndo progridem, como pode ser verificado na analise das
criptas e vilosidades intestinais, ou até regridem, conforme resultados da deposicdo de

lipideos e estresse oxidativo hepaticos, e na inflamacgéo do tecido adiposo.
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Em contrapartida, nos animais obesos a resposta a infeccdo foi prejudicada. O
mecanismo exato responsavel por alteragdes no sistema imunoldgico de pacientes obesos é
desconhecido, mas pode estar relacionado com os efeitos negativos que alteracGes
nutricionais, metabolicas e endocrinas ocasionam nas funcdes de diferentes células do sistema
imunologico (Moulin et al, 2009). Ao contrario dos animais do grupo controle, os obesos ndo
conseguiram estabelecer uma resposta eficaz a giardiase sete dias apds infeccdo e entdo, apos
a segunda semana, 0 parasitismo aumentou vigorosamente assim como o infiltrado
inflamatdrio na mucosa e na submucosa duodenal, tornando as lesbes ao epitélio ainda mais
graves. Pode-se observar que apds a primeira semana de infec¢do, ndo ha nenhuma alteracao
de IL-5, ha diminuicdo de IL-13, aumento de IL-6 e de IL-2 no intestino, que ndo sdo
sustentados por mais uma semana, bem como a resposta antioxidante vista nestes animais, 0
gue sugere que a resposta imunoldgica no obeso possa estar entrando em um estado de
exaustdo precoce e, com isso, ndo consegue combater o parasitismo. Assim, obesos apos a
segunda semana de infecgdo, apresentaram maiores danos como parasitismo e infiltrado
inflamatorio abundantes, com consequente encurtamento de vilosidades e hiperplasia de
criptas, aumentando ainda mais a razdo vilosidade:cripta, que ultrapassou os 50% de reducéo,
em relacdo ao controle ndo infectado. Como os animais ndo apresentaram menor ingestao, as
consequéncias ao dano epitelial, levaram aos sintomas classicos da giardiase (Adam 2001),
como esteatorreia e perda de peso. Ja é descrito na literatura que tanto a obesidade quanto a
dieta hiperlipidica aumentam a permeabilidade intestinal (Cani et al, 2008). Varias hipdteses
ja foram propostas para justificar este fato, como por exemplo a reducdo na expressdo das
proteinas das junc¢des firmes, como claudinas, ocludinas e zénula ocludina 1 (Suzuki & Hara
2010). A persisténcia dos altos niveis de citocinas inflamatdrias produzidas pelo tecido
adiposo pode também modificar as proteinas das juncdes firmes, causando desequilibrio na
funcdo de barreira intestinal (Brun et al, 2007), uma vez que essas proteinas também regulam
o transporte seletivo de ions, solutos e peptideos do lumem intestinal para a corrente
sanguinea. Ainda assim, os mecanismos pelos quais a obesidade leva ao aumento da
permeabilidade intestinal ainda ndo estdo bem esclarecidos. Acredita-se que a obesidade
induzida por dieta em associacdo a giardiase, pode intensificar o dano nas juncdes firmes,
aumentando ainda mais a permeabilidade intestinal e o influxo de patdgenos ou seus
derivados para a circulagéo sistemica, resultando em ativacdo de vias inflamatorias de 6rgaos

periféricos (Wang et al, 2010).

No figado, é possivel verificar que a infeccdo agravou o estresse oxidativo, uma vez

que houve reducdo da atividade das enzimas antioxidantes neste 6rgdo. A atividade da enzima
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catalase, enzima antioxidante amplamente encontrada no figado, diminuiu tanto com a
infeccdo por Giardia lamblia como com a obesidade, porém esta reducdo foi ainda mais
acentuada na associacdo de ambas as doencas (grupos OBIN e XOBIN), sugerindo que o
estresse oxidativo foi reflexo tanto da dieta, que causou esteatose, como também da infecgédo
parasitaria. Alteracdes na deposi¢do hepatica de lipideos como consequéncia da giardiase ndo
puderam ser analisadas nos animais obesos infectados nestes animais, possivelmente por
serem muito sutis em relagdo aquelas provocadas pela obesidade. As alteragdes na atividade
das enzimas antioxidantes hepéticas sdo de suma importancia, uma vez que a esteatose,
muitas vezes, € apenas um gatilho inicial para uma série de agravos no figado, como por
exemplo a esteatohepatite ndo alcodlica (NASH) e por conseguinte a cirrose hepatica (Tilg &
Moschen, 2010). Isso porque, na esteatose, 0s hepatocitos sdo mais suscetiveis a acdo de
toxinas bacterianas derivadas do intestino, a disfun¢do mitocondrial, a apoptose desregulada,
ao estresse oxidativo, a acdo de citocinas pro-inflamatoérias e de adipocinas, e a ativacdo de
fatores pro-fibrogénicos, que levardo a progressdo da doenca neste tecido (Tarantino et al,
2010; Polyzos et al, 2012). Assim, a medida que a doenca hepatica progride, ha reducéo ainda
maior da capacidade antioxidante do figado, demonstrado pela reducdo significativa na
atividade de catalase e superoxido dismutase, chegando a uma reducdo sistemica da
capacidade antioxidante do organismo nas Ultimas fases da esteatohepatite, conforme
demonstrado em estudo realizado com pacientes portadores de NASH (Videla et al, 2004).
Considerando-se 0 maior dano visto no epitélio intestinal dos animais obesos infectados,
somado a maior suscetibilidade do parénquima hepatico repleto de lipideos, a reducdo da
atividade hepatica das enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase verificada neste
trabalho, pode refletir o estado transitorio entre a EHNA e a NASH, sendo possivel que, com
o decorrer do tempo, o maior estresse oxidativo no figado dos animais obesos, desencadeasse

as manifestacdes mais graves de doenca hepatica.

No tecido adiposo, a giardiase alterou momentaneamente o perfil inflamatério
caracteristico da obesidade, diminuindo significativamente os niveis de TNF-o nos dois
grupos infectados (OBIN e XOBIN), além de aumentar a concentracdo de IL-10 em OBIN.

Ainda assim, estes animais ndo conseguiram reestabelecer a concentracdo de adiponectina.

Inimeras evidéncias vém demonstrando que individuos obesos contraem infeccfes

com maior frequéncia, apresentam maior gravidade das infeccGes, tem pior prognéstico e

mais complicagdes pos-cirdrgicas (Mancuso 2002; Potapov et al, 2003; Wieland et al, 2005;

Hsu et al, 2007; Smith et al, 2007; Ordway et al, 2008; Ylostalo et al, 2008; Davenport et al,

2009; Smith et al, 2009; Karlsson et al, 2010; Mancuso 2010; Akiyama et al, 2011; Jain &
87



Chaves, 2011; Karjala et al, 2011; Kwong et al, 2011). Tanto alteragdes metabolicas como
inflamatdrias no tecido adiposo durante a obesidade tem sido associadas ao desenvolvimento
de certas doencas, no entanto, apesar da presenca de células de linhagem hematopoiéticas no
tecido adiposo, atualmente pouco se sabe se este tecido apresenta papel direto na defesa do

hospedeiro contra patdgenos (Falagas & Kompoti 2006).

Alguns estudos ja demonstraram alteracdes da funcdo imune celular em individuos
obesos em comparagdo com o0s de peso adequado, como a supressdao da atividade e da
proliferacdo de linfécitos T e B frente a estimulacdo policlonal (Nieman et al, 1999). Além
disso, ja foi também demonstrado em camundongos C57BL/6 que a obesidade induzida por
dieta reduziu a contagem de timaocitos, aumentou significativamente a apoptose de populacdes
de células T em desenvolvimento e levou a reducdo de células T naive periféricas,
aumentando a frequéncia de células efetoras de memoria (Yang et al, 2009). As células
natural killer (NK), células dendriticas e células T CD8+ também podem ter suas funcbes
debilitadas pelo excesso de gordura corporal, acarretando em maior morbidade e mortalidade
durante a infeccdo priméria ou secundéria pelo virus influenza, como foi demonstrado por
estudos realizados com camundongos submetidos a dieta indutora de obesidade (Smith et al,
2007, Smith et al, 2009, Karlsson et al, 2010). Certamente, estes estudos demonstram que a

obesidade pode resultar em prejuizo na defesa do hospedeiro, aumentado o risco de infecgéo.

De maneira semelhante, alguns estudos também ja demonstraram o papel essencial da
leptina na defesa imunoldgica, uma vez que camundongos deficientes de leptina (ob/ob) ou do
seu receptor (db/db) tiveram maior a susceptibilidade a infecgbes bacterianas e a pneumonia
devido a possivel deficiéncia da fagocitose de macréfagos alveolares (Mancuso et al, 2002;
Mancuso, 2010). Ao mesmo tempo, outro estudo demonstrou que, injecdes intraperitoneais de
leptina antes da infeccdo por Streptococcus pneumoniae, aumentou a sobrevivéncia de
camundongos deficientes de leptina (ob/ob) apds o desafio bacteriano, o que nédo foi
observado nos animais selvagens (Hsu et al, 2007). Em contrapartida, Robert et al. (2008),
trabalhando com os mesmos camundongos deficientes de leptina (ob/ob) e infectados com
Plamodium bergei, demonstraram que estes animais ndo desenvolveram malaria cerebral e
atribuiram este achado a auséncia de leptina, uma vez que este horménio é mediador da

resposta inflamatoria exacerbada.

Apesar destes e de outros inimeros estudos ja evidenciarem a clara interferéncia da
obesidade na defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos, nenhum deles direciona 0s

mecanismos exatos pelos quais 0 excesso de gordura corporal poderia realmente dificultar a
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resposta imunoldgica. Acreditamos que a obesidade possa ter influenciado a resposta inata
contra a infeccdo por Giardia, tornando o animal infectado incapaz de conter a progressao da
doenca. Além disso, a interacdo entre a obesidade e a giardiase pode ter provocado alteracdo
de fenotipo de macrofagos no tecido adiposo (detectado pela diminuicdo significativa de
TNF-0 e aumento de IL-10), que também seria capaz de influenciar na falha da defesa
imunolodgica destes animais. No entanto, ainda s&o necessarios mais estudos buscando
esclarecer quais seriam as interagdes clinicamente relevantes entre o excesso de tecido
adiposo, as alteragdes metabdlicas e o pior desempenho das células imunoldgicas,
desvendando os mecanismos pelos quais a obesidade contribui para o aumento da

suscetibilidade de determinadas doencas infecciosas, como a giardiase.
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7. CONCLUSOES

Os gerbils da espécie Meriones unguiculatus sdo modelos efetivos para estudo da
obesidade induzida pela dieta, reproduzindo muito bem as alteracbes da doenca no tecido
adiposo e, especialmente as alteracbes hepaticas.

A associacdo entre a obesidade e a giardiase ndo influenciou no ganho de peso nem no
consumo alimentar dos animais, sendo que estes parametros foram influenciados apenas pelo
tipo de dieta, especialmente a dieta Hiper, que continha elevados teores de acidos graxos
saturados e monoinsaturados. No entanto, a combinagdo das duas doengas ocasionou
alteracbes metabolicas, imunologicas e morfométricas no intestino delgado e figado dos
gerbils, além de maior deposicdo de lipideos no figado, maior excrecdo de gorduras nas fezes
e mudanca no tipo de adipocinas secretadas. Houve ainda a uma maior intensidade de
parasitismo no intestino delgado e além disso, prejuizo na contencdo do processo infeccioso

por Giardia lamblia nestes animais.

Tomados em conjunto, esses dados mostram a importancia do controle da obesidade,
visando reduzir o estado inflamatério que agrava a evolugdo de doencas infecciosas, como a
giardiase. Acreditamos que este trabalho podera contribuir com novas iniciativas de saude
publica, enfatizando a importancia de se estabelecer politicas mais eficazes para a prevencao e
controle da obesidade, especialmente em criancas, maiores atingidos pela giardiase,
considerando-se que a infeccdo, nesta faixa etéria, pode causar déficits graves nestes

individuos.
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ANEXO B

Valores absolutos dos resultados de peso na 10* semana, peso final, peso relativo do

tecido adiposo e peso relativo do figado dos gerbils dos grupos grupos Controle (CT),

Controle Infectado por uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas
(XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por

2 semanas (XOBIN), no decorrer do periodo experimental.

PARAMETROS

GRUPOS

CT

CTIN

XCTIN

OB

OBIN

XOBIN

Peso na 102

semana (g)

73,14 + 3,10°

77 + 4,55

74,86 * 3,542

110 + 2,34°

106 + 2,92°

104,6 + 7,53°

Peso final
(9)

70,29 £ 2,742

73,0 + 4,662

72,14 + 2,872

111,9 + 2,32°

103,9 + 2,01°¢

94,59 + 5,08°

Peso relativo do

tecido adiposo (%)

2,11 + 0,242

2,25 + 0,492

2,790,472

8,09 + 0,35°

7,86 +0,41°

5,30 +0,63°

Peso relativo do

figado (%0)
3,44 £0,182P

3,93 +0,112d
2,94 +0,06°
4,77 £0,22°

4,00 £ 0,292¢

4,36 + 0,28¢9¢

Dados expressos em média + erro padrdo. n=7.



ANEXO C

Valores absolutos dos resultados das dosagens de Colesterol Total, Triglicerideos,

Proteinas totais, Albumina e Glicose nos grupos Controle (CT), Controle Infectado por

uma semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso

Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final

do experimento.

GRUPOS

CT

CTIN

XCTIN

OB

OBIN

XOBIN

Colesterol Total
(mg/dL)
82,75 + 2,902

p<0,001
76,61 + 3,362

p<0,001

82,09 + 4,622

p<0,01

89,08 * 3,442

p<0,01

114,5 + 8,49°

94,39 + 6,582

p<0,05

PARAMETROS
Triglicerideos Proteinas Totais
(mg/dL) (mg/dL)
180,2 + 14,492P 6,42 + 0,143
6,07 £0,172
152,9 + 4,44°
p<0,01
176,6 £ 20,602 6,30 + 0,152
250,7 £ 15,37¢ 7,45+0,21°
6,15 £+ 0,222
222,3 +£10,182¢
p<0,05
6,07 £ 0,122

240 £ 22,78°

p<0,01

Albumina
(mg/dL)

2,17+ 0,04

2,13 +0,03

2,21 + 0,05

2,24 + 0,05

2,27 +0,11

2,43+0,12

Glicose
(mg/dL)

133,5+ 3,26

144,1 + 10,75

146,6 + 8,89

182,0 + 14,17

170,4 + 25,57

153,5 + 8,29

Dados expressos em média + erro padrdo. n=7.



ANEXO D

Valores absolutos dos resultados das dosagens de de SuperoOxido dismutase (SOD),

Catalase e Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no figado e no intestino

delgado dos grupos Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN),

Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma

semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento.

PARAMETROS
SOD no Catalase no TBARS no
SOD no Catalase no TBARS no ) ) ]
Intestino Intestino Intestino
GRUPOS Figado Figado Figado
Delgado Delgado Delgado
(U/gPTN) (U/gPTN) (IMDAJ/gPTN)
(U/gPTN) (U/gPTN) (IMDAJ/gPTN)
CT 1,74+0,75 6,76+0,40 0,52 + 0,06 1,25+0,10 1,57+0,12 0,30+0,03
CTIN 1,17 £ 0,04 4,35+0,42 0,39 + 0,03 0,98+0,06  3,14+0,64  0,52+0,05%
XCTIN | 1680128 4,69+0,23 0,61 + 0,09 1,2+0,05 3,29+0,74  0,39+0,03
OB 1,40+0,11 4.65+0,40 0,72 £0,30 1,42+0,10 4,35+0,95% 0,34+0,05
OBIN 1,54+0,08 3,61+0,25°  0,35+0,06  142+0,04* 2,07+0,59  0,41+0,04
xoBIN | 1224010  3,15+0,24F  0,60+0,11 1,28+0,17  2,88+0,52  0,42+0,06

Dados expressos em média + erro padrao. n= 6-7.

Ap<0,01 emrelacdo a CT

B p<0,05 em relagdo a CTIN

€ p<0,05 em relacdo a CT
D p<0,01 em relagio a CT

E p<0,001 em relagdo a CT
* p<0,05 em relagdo a CTIN

#p<0,05 em relagdo a CT
$ p<0,05 em relagdo a CT



ANEXO E

Valores absolutos dos resultados das dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13

e IFN-y no intestino delgado dos grupos Controle (CT), Controle Infectado por uma
semana (CTIN), Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso
Infectado por uma semana (OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final

do experimento.

CITOCINAS

IL-2 (pg/mL) I1L-4 IL-5 IL-6 1L-13 IFN-y (pg/mL)

-2 (pg/m -y (pg/m

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

CT 3,41+0,672 32,9743,528  42,22+10,3? 11,42+44,928  113,1423,932P  40,9+0,902
CTIN 18,4+4,99°¢ 23 95+2 262P  139,6+150°  60,4249,58PC  162,9+30,44%  39,41+2012P
XCTIN 85+0,4820 24 53+3122b  184.8+49,41P  63,07+8,99°¢  160,3+29,018  38,47+1,862P
OB 4,858+1,30°  21,21+1,76® 51,86+16,73%P 36,67+551%P 94,47+18,63%P  34,76+0,61°
OBIN 65,94+578°  30,91+2,332P 87,09+14,772P  79,9343,72¢  120,5+14,232P  34,85+0,95%P
XOBIN | 70,64+10,622P 24,27+2,09%P 8556+13,142> 51 35+6,31P¢  64,33+3,31P  38,89+1,452P

Dados expressos em média + erro padrdo. n=6-7.

vi



ANEXO F

Valores absolutos dos resultados de Adiponectina, TNF-a, IL-10, IL-6 e Leptina no tecido

adiposo epididimal dos grupos Controle (CT), Controle Infectado por uma semana (CTIN),

Controle Infectado por 2 semanas (XCTIN), Obeso (OB), Obeso Infectado por uma semana

(OBIN) e Obeso Infectado por 2 semanas (XOBIN), no final do experimento.

CITOCINAS

Adiponectina IL-10 IL-6 Leptina

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
CT 324,1+19,062 173,8+18,28? 123,9+11,08? 72,66+5,03 69,99+6,21
CTIN 230,2+71,362¢ 336,6+37,93°¢ 70,2+6,22Pcd 60,34+6,01 65,48+3,61
XCTIN 162,9+40,532° 290,5+37,092bc 77,86+4,403¢d 62,16+9,08 62,87+4,07
OB 23,25+8,75 344,8+46,56¢ 63,11+6,52°¢d 63,17+7,89 62,97+£4,91
OBIN 59,22+15,6°°¢ 198,4+38,12 95,45+7,532¢ 160,1+37,57 62,23+5,55
XOBIN 33,8+11,83°¢ 182,4+23,35? 53,44+8,04°4 79,77+13,50 73,48+8,31

Dados expressos em média + erro padrao. n= 6-7.

Para adiponectina:
CT vs OB p<0,001
CT vs OBIN p<0,05
CT vs XOBIN p<0,01
OB vs CTIN p<0,05

Para TNF-a:

CT vs CTIN p<0,05

CT vs OB p<0,05

CTIN vs OBIN p<0,05
OB vs CTIN p<0,05
CTIN vs XOBIN p<0,05
OB vs XOBIN p<0,05

Para IL-10:

CT vs CTIN p<0,05

CT vs OB p<0,01

CT vs XOBIN p<0,001
OB vs CTIN p<0,05
OBIN vs XOBIN p<0,05

vii



“Que diremos, pois, a vista destas coisas? Se Deus é por nés, quem sera contra nés? Aquele
que ndo poupou o seu préprio Filho, antes, por todos nds o entregou, porventura, ndo nos dara
graciosamente com ele, todas as coisas?”’.

Romanos 8:31,32



