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RESUMO

A giardiase, infeccdo intestinal ocasionada pela Giardia lamblia, é uma importante causa de
diarréia e ma absorcdo intestinal. Diversos estudos ja avaliaram a influéncia desta doenca no
estado nutricional. Contudo, o impacto da giardiase em desnutridos é especulativo, ndo
havendo evidéncias que caracterizem a desnutricdo como fator agravante da doenca. Assim,
este estudo avaliou os efeitos metabdlicos e histopatologicos da infec¢do por G. lamblia em
animais previamente desnutridos. Utilizaram-se 32 gerbils, fémeas, com 4 a 6 semanas,
distribuidos em 4 grupos: Controle (CT) e Controle Infectado (CTIn), recebendo dieta com
20% de proteina; Desnutrido (DN) e Desnutrido Infectado (DNIn), com dieta contendo 5% de
proteina. No 28° dia de experimento, os animais dos grupos CTIn e DNIn foram infectados
com G. lamblia, oralmente, permanecendo infectados por 7 dias, quando todos animais foram
eutanasiados e coletados sangue, intestino delgado, figado e contetido cecal. Os animais foram
pesados semanalmente utilizando-se balanca com escala. Para avaliagdo bioquimica, as
dosagens séricas de glicemia, albumina, colesterol e triglicerideos foram determinadas por
ensaio enzimatico, sendo que a de proteinas totais foi feita pelo método de Bradford. O
fracionamento das lipoproteinas séricas foi realizado pelo sistema de Fast Protein Liquid
Chromatografy. A determinacdo dos lipides hepaticos e cecais foi realizada conforme
descrito por Folch e colaboradores. A avaliagdo do estresse oxidativo baseou-se na dosagem
da concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, na dosagem de catalase e de
superoxido dismutase. Para andlise histoldgica, a por¢do proximal do intestino delgado foi
coletada, fixada e destinada a obtencdo de cortes e coloracdo com Hematoxilina & Eosina,
Acido Periodico de Schiff e para producdo de laminas para imunohistoquimica. A altura das
vilosidades, area de muco e area de trofozoitos 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
Anélise de Variancia, seguida do teste de Tukey para comparagdo entre 0S Qrupos
experimentais. Utilizou-se o pacote estatistico SPSS versdo 20.0, considerando-se um nivel de
significancia de 5%. Observou-se que o0s gerbils alimentados com dieta hipoprotéica
apresentaram peso corporal significativamente menor, além de ingestdo reduzida. Nao foram
observadas alteracfes nos parametros séricos entre 0s grupos. No entanto, na avaliacdo do
perfil de lipoproteinas, verificou-se que os niveis de colesterol e proteina foram
significativamente menores no grupo DNIn em relacdo ao CT. A avaliacdo de lipideos
hepéaticos ndo demonstrou diferenca entre os grupos. No entanto, foi observado que o grupo
CTIn apresentou maior concentracdo de colesterol cecal que o grupo DN. A avaliacdo do
estresse oxidativo mostrou diferenca significativa na producdo de Catalase, sendo que esta
encontrava-se maior no grupo DNIn. Os demais parametros relacionados ao estresse oxidativo
ndo apresentaram diferencas. A altura das vilosidades apresentou-se menor no grupo DNIn,
quando comparado ao grupo CTIn. Ndo houve diferenca estatistica entre o grupo DN e o
grupo DNIn. Quanto a area de muco, foi possivel observar diferenca estatistica entre 0s
grupos CT e DNIn. A andlise imunohistoquimica da quantidade de Giardia na mucosa
intestinal dos animais, néo revelou diferencas significativas entre os grupos CTIn e DNIn. Em
resumo, este estudo demonstrou que a giardiase em animais desnutridos produziu alteracfes
metabdlicas e na estrutura das microvilosidades, sugerindo o agravamento da doenca em
desnutridos.



ABSTRACT

Giardiasis, intestinal infection caused by Giardia lamblia is an importante cause of diarrhea
and intestinal malabsorption. Several studies have evaluated the influence of this disease on
nutritional status. However, the impact of giardiasis in malnourished is speculative and there
IS no evidence that characterize malnutrition as an aggravating factor of the disease. This
study assessed the metabolic and histopathological effects of G. lamblia infection in
previously malnourished animals. We used 32 gerbils, female, 4-6 weeks, divided into 4
groups: Control (CT) and Control Infected (CTIn), fed a diet with 20% protein; Malnourished
(DN) and Malnourished Infected (DNIn) with a 5% protein diet. On the 28th day of the
experiment, the animals in groups and CTIn and DNIn were infected with G. lamblia, orally,
remaining infected for 7 days, when all animals were euthanized and sampled blood, small
intestine, liver and cecum content. The animals were weighed weekly using a scale. For
biochemical evaluation, serum glucose, albumin, cholesterol and triglycerides were
determined by enzymatic assay, and the total protein was performed by the Bradford method.
The fractionation of the serum lipoproteins was performed by Fast Protein Liquid
Chromatografy System. The determination of liver and cecal 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 small intestine was collected,
fixed and intended for obtaining sections and staining with Hematoxylin & Eosin, Periodic
Acid-Schiff and production of sections for immunohistochemistry. The villus height, mucus
and trophozoites area were calculated using the software KS300 contained in Carl Zeiss
image analyzer. Results were expressed as mean + standard error, using the Shapiro-Wilk test
to verify the normality of the sample and Analysis of Variance followed by Tukey test for
comparison between experimental groups. We used the statistical package SPSS version 20.0,
considering a significance level of 5%. It was observed that gerbils fed a low protein diet had
significantly lower body weight, and reduced intake. There were no changes in serum
parameters between groups. However, in lipoprotein profile, it was found that levels of
protein and cholesterol were significantly lower in group DNIn compared to CT. The
evaluation of liver lipids showed no difference between groups. However, it was observed
that the group CTIn showed higher concentration of cholesterol in cecum contente than DN.
The evaluation of oxidative stress was significantly different in catalase production, higher in
DNIn than CT. The other parameters related to oxidative stress did not differ. The villus
height was lower in the group DNIn when compared CTIn group. There was no statistical
difference between the group and the group DN and DNIn. Regarding the area of mucus, we
observed a statistical difference between groups CT and DNIn. Immunohistochemical
analysis of the amount of Giardia trophozoites in the intestine of animals revealed no
significant differences between groups and CTIn and DNIn. In summary, this study
demonstrated that giardiasis in malnourished animals produced and metabolic changes in the
structure of microvilli, suggesting worsening of the disease in malnourished.
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1. INTRODUCAO

Dos microorganismos eucariotos pertencentes ao reino Protista, 0s protozoarios do
género Giardia merecem consideravel atencdo devido a sua patogenicidade, especialmente
em criancas e animais jovens (Thompson 2000, Koot et al, 2009).

A giardiase, infeccdo intestinal causada pela Giardia lamblia, é uma das parasitoses
mais comuns em todo o mundo, presente tanto em paises desenvolvidos (CDC 2010) como
naqueles em desenvolvimento (Dib et al, 2008). Estima-se que, por ano, ocorram cerca de 280
milhGes de casos sintomaticos (Lane & Lloyd 2002, Alia & Hilla, 2003) que, quando
decorrentes em criancas, podem levar a déficits cognitivos e de crescimento graves (Niehaus
et al, 2002, Berkman et al, 2003). Devido a sua alta prevaléncia e sintomatologia, a doencga
foi, em 2004, incluida na Iniciativa de Doencas Negligenciadas pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (Savioli et al, 2006).

1.1. Taxonomia e Nomenclatura

Os parasitos deste género pertencem ao filo Sarcomastigophora, a classe
Zoomastigophora, ordem Diplomonadida, familia Hexamitidae. Foram primeiramente
propostos por Antoine van Leeuwenhoek em 1681, ao examinar as proprias fezes ao
microscopio (Dobell 1920), entretanto, foi apenas em 1859 que Lambl descreveu
detalhadamente um organismo 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 o 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 controvérsias a respeito

do real nimero de espécies existentes no género.

Baseado em critérios morfoldgicos, 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 tém 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).
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No entanto, ainda ndo parece haver razdo 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 ndo em critérios morfologicos,
conforme proposto por Filice (1952). Sendo assim, com base na morfologia dos parasitos,
atualmente sdo 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 responsével pela
doenca em humanos (Thompson et al, 2000, Plutzer et al, 2010).

1.2. Variacdo Genética

O género Giardia lamblia pode ser considerado um complexo de espécies, cujas
linhagens (A, B, C, D, E, F, G e H) apresentam pouca variacdo na sua morfologia, mas
demonstram alteracdes genéticas que podem conferir a variacdo antigénica e a especificidade
de hospedeiro, encontradas em cada uma delas (Monis et al, 2003). As linhagens A e B sdo 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 (Thompson & Monis, 2004, Caccio et al, 2005,
Robertson et al, 2010), uma vez que ndo apenas os fatores relacionados ao parasito, como
genotipo, mas também caracteristicas relacionadas ao hospedeiro, estdo envolvidos na
patogenia da doenca (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 e, a mais recente encontrada, linhagem H, em focas e em uma

amostra de gaivota (Caccio & Ryan, 2008, Lasek-Nesselquist et al, 2010).

1.3. Formas Evolutivas

Os protozoarios causadores da giardiase apresentam-se sob duas formas morfologicas
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 parde cistica é composta de uma camada exterior
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protofilamentosa e uma camada interna membranosa, formada, principalmente, por
carboidratos (principalmente N-acetilgalactosamina) e proteinas, que Ihe atribuem resisténcia
e protecdo as mais adversas alteracGes de ambiente e temperatura (Aguilar-Diaz et al, 2011).

O trofozoito, forma morfoldgica responsavel pela manifestacdo da patologia, apresenta
formato de gota, com simetria bilateral, medindo de 12-15 um de comprimento, 5-9 um de
largura e 1-2 um 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
(Elmendorf et al, 2003), responsaveis por conferir motilidade ao parasito (Ankarklev et al,
2010).

O trofozoito é constituido 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
microtubulos em forma de virgula. Embora ja tenha sido proposto que os corpos medianos
sejam importantes na nucleacao do parasito, como reserva de microttbulos e na biogénese do

disco ventral (Piva & Benchimol, 2004) sua funcdo ainda é desconhecida.

Em sua face ventral, os trofozoitos apresentam uma estrutura Unica do género
denominada disco ventral, adesivo ou suctorial, que possibilita a adesdo do parasito a
diferentes estruturas, inclusive ao epitélio intestinal do hospedeiro (Palm et al, 2005, Carranza
& Lujan, 2010). Esta estrutura estd ligada a membrana plasmatica por microfibrilas
compostas por o e B-tubulina, proteinas contrateis e proteinas do citoesqueleto denominadas
giardinas (Elmendorf et al, 2003, Palm et al, 2005). Uma vez que 0s protozoarios do género
Giardia ndo invadem os tecidos do hospedeiro, o estabelecimento da doenga depende em
grande parte, da capacidade do trofozoito em aderir ao epitélio intestinal, por isso, o disco

ventral é uma organela de suma importancia neste processo (Carranza & Lujan, 2010).

1.4.  Transmisséo e Ciclo da Doenca

A transmissdo da giardiase ocorre predominantemente de forma indireta, pela ingestdo de
agua ou alimentos contaminados com cistos viaveis (Adam 2001). No entanto, nos ultimos
anos, a transmissdo direta, pelo contato pessoa-pessoa, tem adquirido grande importancia,
tornando-se muito comum, principalmente entre individuos institucionalizados, quando as
condicBes sanitéarias e de higiene sdo inadequadas (Abe & Teramoto, 2012). Ademais, casos
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de transmissdo sexual entre homens homossexuais, se tornaram notorios em nacoes
desenvolvidas, como em muitos paises da Europa e nos Estados Unidos da América, onde a
giardiase j& é reconhecida como doenca sexualmente transmissivel (Shelton 2004).

Apo6s a contaminagdo com o0s cistos vidveis, pelos hospedeiros susceptiveis, inicia-se
entdo o ciclo da doenca. A elevada resisténcia da parede cistica, que permite a permanéncia
do cisto no ambiente por longos periodos (Aguilar-Diaz et al, 2011), associada a baixa
dosagem de indculo necessario para estabelecer a infeccdo (Aradjo et al, 2008), tornam a
contaminacgdo por Giardia lamblia bastante viavel.

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 0
gatilho desencadeador para a sinalizacéo intracelular é o meio acido estomacal (Lauwaet et al,
2007). Em seguida, na primeira por¢do do intestino delgado, ao entrar em contato com
proteases pancreaticas, como a tripsina e a quimiotripsina, ocorre o estimulo final para o
rompimento cistico (Aguilar-Diaz 2011). Surge entdo, o excizoito, uma forma transitoria entre
0 cisto e o trofozoito, que difere dessa Ultima pela auséncia do disco adesivo e por conter
quatro nucleos tetrapléides (Ankarklev et al, 2010). Esta forma intermediaria divide-se duas
vezes, sem que ocorra replicacdo do material genético, originando quatro trofozoitos com dois

nucleos dipldides, cada (Bernander et al, 2001).

Os trofozoitos se replicardo por divisdo binaria, colonizando rapidamente o intestino
delgado. Como ndo penetram o epitélio, nem invadem tecidos circundantes ou a corrente
sanguinea, a colonizacédo é restrita ao limen intestinal, sendo preferencialmente nas porcdes
proximais do tecido (Ankarklev et al, 2010). Para seu desenvolvimento e replicacao,
absorvem nutrientes presentes na luz intestinal, sendo a glicose fonte de energia priméria,

podendo também utilizar aminoacidos e colesterol do hospedeiro (Adam 2001).

Quando as condigdes 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 produgédo
da parede cistica (Aguilar-Diaz 2011).

Desde a decada de 90, a privacdo de colesterol vem sendo adotada como fator
suficientemente necessario para induzir a diferenciacdo dos trofozoitos em cistos, uma vez

gue o parasito ndo é capaz de sintetizar colesterol de novo (Lujan et al, 1996). No entanto, a
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alteracdo 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 substituido, os trofozoitos s&o soltos no
lumen intestinal, e deverdo “nadar contra a corrente” para conseguirem se ligar novamente
aos enterocitos. Se ndo conseguem, e permanecem no limen, 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).

A formacdo do cisto, que serd liberado juntamente com as fezes do hospedeiro
infectado, permite que o parasito sobreviva fora do hospedeiro, resistindo as condigdes
adversas que o ambiente externo lhe porporcionard, perpetuando assim, o ciclo da doenca
(Carranza & Lujan, 2010).

1.5.  Manifestagdes Clinicas

Sao necessarios cerca de 6 a 15 dias apds a contaminacao, para que o parasito estabeleca a
infeccdo (Hawrelak 2003). As manifestacfes clinicas entre os individuos sdo de expressdo
muito variavel, podendo apresentar desde casos assintomaticos até casos sintomaticos graves
(Adam 2001).

A infeccdo pode causar diarréia, perda de peso, desidratacdo, desconforto abdominal, ma
absorcdo, ma digestdo e esteatorréia (Buret 2008). A giardiase cronica, quando ndo ha
diagndstico e tratamento da doenca, pode levar a mé absorcao de lipideos (Bansal et al, 2005),
vitaminas lipossoluveis (Saki et al, 2011), zinco e ferro (Demirci et al, 2003), vitamina B,
sodio (Buret 2008) e reduzida acdo de dissacaridases (Solaymani-Mohammadi & Singer,
2011).

Esta sintomatologia é decorrente da forte ligacdo entre lectinas presentes na superficie
da Giardia e carboidratos presentes na superficie das celulas epiteliais, que leva a apoptose de
enterocitos e, em seguida, perda de fungéo da barreira intestinal, especialmente nos individuos
com giardiase cronica, os quais ndo foram diagnosticados e tratados adequadamente (Chin et
al, 2002, Panaro et al, 2007, Jenkins et al, 2009). Consequentemente ha aumento da
permeabilidade intestinal e encurtamento difuso das microvilosidades epiteliais, que podera
levar a reducdo na secrecdo de dissacaridases e hipersecre¢do de anions, contribuindo com os
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prejuizos na absorcdo de nutrientes e manifestacdes clinicas da doenca (Jimenez 2004, Buret
2008, O’Hara & Buret, 2008, Koot et al, 2009).

O aumento da permeabilidade intestinal acarretard também na ativacdo de linfdcitos
TCD8+, que contribuirdo ainda mais com o encurtamento difuso das microvilosidades da
borda em escova, por mecanismos que ainda precisam ser elucidados, mas que envolvem seus
efeitos citotoxicos (Scott et al, 2000, 2004, Troeger et al, 2007). Este dano entdo podera
ocasionar uma diminuicdo da superficie epitelial independentemente de atrofia das
vilosidades induzida pela Giardia, ja que a atrofia pode ou ndo ocorrer durante infec¢bes por
este patdgeno, dependendo substancialmente da cepa do parasito (Behera et al, 2008, Koot et
al, 2009). Ainda ndo foi demonstrado se os produtos da giardia sdo capazes de degradar

diretamente as proteinas envolvidas nas junces epiteliais (Cotton et al, 2011).

O aumento do peristaltismo intestinal também contribui com as manifestagdes clinicas
observadas na giardiase, podendo ser resultante da desgranulagdo de mastécitos, de respostas
imunes adaptativas (Li et al, 2007), ou até mesmo da prépria ma absorcdo de nutrientes e
eletrolitos, que cria um gradiente osmaotico, atraindo agua para o lumen intestinal (Troeger et
al, 2007).

A variacdo nas manifestacdes clinicas procede de causas multifatoriais, envolvendo
tanto fatores relacionados ao hospedeiro, como ao parasito (Cotton et al, 2011).
Recentemente, foi proposto ainda, que a gravidade de anormalidades pode diferir inclusive,
conforme as regibes geograficas, apresentando-se diferentemente nos paises em
desenvolvimento ou desenvolvidos (Hollm-Delgado et al, 2008, Ward 2009, Siwila et al,
2010).

Neste contexto, deve-se ressaltar que o sistema imunolégico do hospedeiro
desempenha um papel fundamental nas varias manifestacGes da giardiase (Eckmann 2003). A
infeccdo por Giardia tende a ser autolimitada em individuos com sistema imunoldgico
competente, enquanto imunossuprimidos ou criangas estdo em risco aumentado de
desenvolver a giardiase cronica, agravando o estado nutricional destes pacientes (Koot et al,
2009, Cotton et al, 2011).

Com isso, esta doenca, desde muito tempo, tem sido apontada como causa de disturbio
de crescimento em criancas, sendo a presenca e a frequéncia da diarréia, a duracdo da
infeccdo e a oportunidade de reinfecgéo, fatores considerados essenciais no depauperamento

fisico e mental neste grupo etério (Simsek et al, 2004).
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Apesar do impacto clinico da giardiase ser bem conhecido em criangas (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 imunossuprimidos (Feitosa et al, 2001,
Bachur et al, 2008, Gongcalves et al, 2009, Cardoso et al, 2011), seu impacto em desnutridos é
especulativo, ndo havendo evidéncias que estabelecam a desnutricdo como fator agravante da

doenca.

1.6.  Desnutrigéo

A desnutricdo, conforme definicdo da OMS é uma diversidade de condicGes patoldgicas,
decorrentes de deficiéncias de energia ou proteina ou micronutrientes, em variadas proporcdes
(Blossner & de Onis, 2005). A desnutricdo pode causar diversos impactos sobre uma
populacdo como maior susceptibilidade e agravamento de doencas, mortalidade e pobreza,
fatores que afetam consideravelmente o desenvolvimento econdmico e social de uma nagéo
(Blakely et al, 2004). Muitos fatores podem causar desnutri¢do, sendo que a maioria deles esta
associado com a mé alimentacdo ou infecgfes graves repetidas, especialmente em populacGes
carentes (Rice et al, 2000).

A desnutricdo e as infeccdes entéricas frequentes reduzem a disponibilidade de nutrientes,
devido ao aumento das necessidades metabolicas, alteracdo na absorcdo e transporte de
nutrientes e aumento das perdas destes, por processos como, por exemplo, a diarréia (Emery
2005, Hodges & Gill, 2010). Além disso, foi proposto que deficiéncias nutricionais podem
comprometer a integridade da mucosa intestinal, resultando em aumento da permeabilidade e
diminuicdo da secrecdo de enzimas, podendo assim contribuir para a translocacdo bacteriana,

e susceptibilidade a infecc¢des (Ferraris & Carey, 2000).

1.7.  Giardiase e Desnutri¢do

O comprometimento da mucosa intestinal por patdgenos, como a G. lamblia, pode
também ser um fator desencadeador, e até mesmo agravante da desnutrigdo, por permitir uma
translocacdo de macromoléculas que resultara em reacbes imunologicas e inflamatdrias,
criando um ciclo vicioso entre desnutricdo, infeccdo e, consequentemente, maior grau de
desnutricdo (Lunn 2000, Herrera 2005).
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Alguns pesquisadores, como Muniz-Junqueira e Queiroz (2002), em um estudo
comparativo entre diversas enteroparasitoses, demonstraram que apenas as criangas infectadas
por G. lamblia mostraram deficiéncia de peso-para-idade e peso-para-altura conforme 0s
padrdes de referéncia (Z-escore) estabelecidos pela OMS (WHO 1995).

No entanto, apesar do montante de estudos avaliando o impacto da giardiase em
parametros do estado nutricional como, por exemplo, ganho de peso, relacdo peso-altura e
altura-idade, estudos avaliando o impacto da desnutri¢do sobre estes mesmos parametros além

de pardmetros metabolicos durante a giardiase s&o raros e inconclusivos.

1.8. Epidemiologia Giardiase e Desnutri¢do

Em grande parte dos paises desenvolvidos, a G. lamblia € um dos parasitos intestinais
mais comumente identificados, alcangando taxas de prevaléncia entre 2-5% (HoOrman 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 cerca de 200 milhdes de pessoas apresentam a
doenca sintomatica, com cerca de 500,000 novos casos relatados a cada ano, a giardiase deve
ser observada com especial cuidado, pois contribui de forma substancial para a geracdo de
adultos com déficit no desenvolvimento fisico e cognitivo (Bussatti et al, 2009).

No Brasil, sua prevaléncia varia conforme a localidade, as populagdes estudadas e a
metodologia empregada no estudo. A faixa etaria mais atingida é a de lactentes e pré-
escolares, constituindo-se, nessa populacdo, um sério problema de saude publica. Estudos
avaliando a ocorréncia de giardiase em criancas de varias regides do Brasil mostraram que na
ultima década, a prevaléncia desta parasitose diminuiu, porém 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, Korkes et al, 2009, Menezes et al, 2009, Tashima et al, 2009, Moreno et al, 2010,
Santos et al, 2012).

Quanto a desnutrigdo, os numeros também sdo alarmantes. A mortalidade global entre as
criangas menores de 5 anos esta em torno de 10, 6 milhdes de mortes a cada ano, sendo que,
destas, 53% (5,6 milhdes) estdo associadas a desnutricdo (Kosek, et al, 2003, Bryce et al,
2005, Dahl & Yamada, 2008, Yamada, 2008). Além disso, estima-se que a subnutricdo

materna e infantil seja causa subjacente de 11% do total dos DALY's (anos de vida ajustados
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por invalidez) totais global (Black et al, 2008). Segundo estimativas realizadas pela
Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), por volta do ano de 2025, um bilhdo de pessoas, de
uma popula¢do mundial estimada em 8 bilhGes, pode sofrer de desnutricdo protéica (ONU
2003). Na América do Sul, o Brasil é considerado o pais com o maior nimero de subnutridos,
com 15,6 milhGes de pessoas, 0 que corresponde a 8% da populacdo. Em termos relativos, o
ndmero de individuos desnutridos atenuou nos ultimos 40 anos, no entanto, em termos

absolutos este nimero tem diminuido muito pouco (de ONIs et al, 2004b).

1.9. Modelo Experimental

O uso de modelos experimentais para estudo da giardiase permite a averiguacao de
possiveis agravos no funcionamento metabdlico do individuo, possibilitando o
direcionamento de novas estratégias de intervencdo em humanos. Dentre os modelos
experimentais propostos para estudar o desenvolvimento e a patogenia da infeccdo por G.
lamblia, os gerbils (Meriones unguiculatus) permitem obter bons resultados devido ao
tamanho, facilidade de manipulacéo, susceptibilidade a inoculagdo e principalmente devido a
semelhanca entre o padrdo da giardiase nesses animais € em humanos (Eckmann, 2003,
Aradjo et al, 2008).

Considerando o exposto, este trabalho pretende avaliar os efeitos metabdlicos e

histologicos da infeccdo por Giardia lamblia em modelos animais previamente desnutridos.
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2. JUSTIFICATIVA

A giardiase, parasitose de distribuicdo mundial, apresenta carater cosmopolita e grande
capacidade de dispersdo, tornando-se a infeccdo parasitaria mais frequente em paises
desenvolvidos, e com elevada prevaléncia em paises em desenvolvimento. No Brasil, sua
prevaléncia varia conforme a localidade, as populacGes estudadas e a metodologia empregada
no estudo. A faixa etdria mais atingida é a de lactentes e pré-escolares, constituindo-se, nessa
populacdo, um sério problema de saude publica. A sintomatologia da doenca é de expressao
muito variavel, podendo apresentar-se desde a forma assintomatica até casos graves de

diarréia com consequente déficit no desenvolvimento fisico e cognitivo dos infectados.

A desnutricdo, seja por deficiéncia de energia, proteina, vitaminas ou minerais, € um
problema de salude grave que demanda atencdo particularmente nos paises em
desenvolvimento. E causa subjacente da morte de cerca de 5,6 milhdes de criancas abaixo de
5 anos de idade, uma vez que provoca efeitos adversos sobre a composicao corporal, funcdes
metabdlicas e nas respostas as doencas. A integracdo entre o0 metabolismo e a imunidade, que
em condicGes normais é benéfica para a manutencdo da salde, pode se tornar deletéria em
condicdes de baixo aporte energético, exemplificada pela imunossupressao caracteristica de

individuos desnutridos.

A sobreposicdo da desnutricdo com a giardiase em paises subdesenvolvidos pode levar a
um ciclo de inflamacgéo, ma absorcao e desnutricdo grave o suficiente para levar o individuo a
um depauperamento fisico e cognitivo irreversiveis. Além disso, é importante ressaltar que a
elevada mortalidade encontrada em criancas desnutridas, agravada por doencas infecciosas é
evitavel e tratavel por intervencdes acessiveis como o reforco dos sistemas de educacdo e

salde.

Sendo assim, estudar os efeitos da giardiase sobre animais previamente desnutridos pode
contribuir no esclarecimento do assunto e, com isso, mobilizar e incentivar o desenvolvimento

de novas estratégias para o tratamento de ambas as doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os efeitos metabolicos e histopatoldgicos da infec¢do por Giardia lamblia em gerbils

(Meriones unguiculatus) previamente desnutridos.

3.2.  Especificos

e Em animais infectados com Giardia lamblia e/ou desnutridos:
— Analisar possiveis alteracdes nos parametros de crescimento;
— Avaliar se ocorrem alteracBes nos niveis séricos de proteinas, lipideos e glicose;
— Avaliar se ocorrem alteracdes no perfil lipidico hepatico e cecal e no estresse
oxidativo;
— Verificar se a infectividade é agravada pelo estado nutricional;

— Avaliar se ocorrem alteracdes na altura das vilosidades e na producao de muco.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Modelo experimental

Para este estudo foram utilizados 32 gerbils (Meriones unguiculatus), fémeas, com
idades entre 4 e 6 semanas. Os animais foram obtidos no Biotério do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério do Laboratério de Amebiase e Protozoéarios
Intestinais (LAPI), durante o periodo experimental de 5 semanas, em gaiolas coletivas sob

controle de temperatura e fotoperiodos de 12h, com livre acesso a agua filtrada e dieta.

Antes do inicio do experimento, os animais foram tratados com lvermectina 1%
solucdo injetavel, para assegurar que 0os mesmos estivessem livres de qualquer parasitose.

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

O projeto foi aprovado na Comissdo de Etica no USO de Animais (CEUA) da UFMG
com o numero de protocolo: 070/10.

4.2.  Divisao de grupos e delineamento experimental

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram aclimatados durante cinco
dias, recebendo racdo comercial. Apds este periodo, foram distribuidos de forma homogénea
quanto ao peso corporal em quatro grupos de 8 animais cada: Controle (grupo CT, 20% de
proteina), Controle Infectado (grupo CTIn, 20% de proteina), Deficiente em Proteina (grupo

DN, 5% de proteina) e Deficiente em Proteina Infectado (grupo DNIn, 5% de proteina).

Cada animal de cada grupo foi marcado com &cido picrico (10%) com sinais que

permitiam a identificagdo individualmente.

A partir do primeiro dia de experimento (dia 0), os grupos DN e DNIn foram mantidos
com dieta hipoprotéica, durante quatro semanas, afim de induzir a desnutricdo. No mesmo
periodo, os demais grupos recebiam a dieta controle, para manutencao do estado nutricional.
Apbs esse periodo (dia 28), os animais dos grupos CTIn e DNIn foram infectados com
Giardia, permanecendo a infeccdo por 7 dias, quando foram entéo eutanasiados. Entre o dia
da infeccdo e da eutanasia, os grupos foram alimentados com as mesmas dietas que vinham
recebendo previamente (Tabela 1). Durante todo o periodo experimental, os animais foram
mantidos sob controle de luz e temperatura, e receberam agua filtrada e a dieta mantida sob
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refrigeracdo ad libitum. Os cuidados com a agua e a racdo garantiram a inexisténcia de

qualquer outra fonte de infeccdo para estes animais durante todo o curso do estudo.

Tabela 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental.

Dia Procedimento

Alimentacgdo

-5 Aclimatacéo

Racdo comercial

Inicio do experimento: inducdo da

desnutricdo nos grupos DN e DNIn

Grupos CT e CTIn: dieta controle (20% proteina);
Grupos DN e DNIn: dieta deficiente em proteina (5%

proteina)

Inoculagdo dos trofozoitos de

28 Giardia lamblia no grupos CTIn e

Grupos CT e CTIn: dieta controle (20% proteina);
Grupos DN e DNIn: dieta deficiente em proteina (5%

DNIn proteina)
Grupos CT e CTlIn: dieta controle (20% proteina);
35 Eutanésia de todos os grupos. Grupos DN e DNIn: dieta deficiente em proteina (5%

proteina)

4.3. Composicdo das Dietas

As dietas Controle e Deficiente em Proteina apresentaram o mesmo equivalente

calorico. No entanto, a fonte protéica da dieta (caseina) foi diminuida da dieta ‘Deficiente em

Proteina’ e substituida pela mesma quantidade de amido de milho. Com isso, a dieta Controle

apresentava um percentual protéico de 20% enquanto a dieta Deficiente em Proteina

apresentava 5% de proteina (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo das dietas experimentais Controle e Deficiente em Proteina

(g/kg).
DIETAS (g/Kg)
Ingredientes Controle Deficiente em Proteina

Caseina 200 50
Sacarose 100 100
Oleo de soja 70 70
Celulose 50 50
Mistura de minerais (Composicdo conforme o American 35 35
Institute of Nutrition 93— AIN-93)
Mistura de vitaminas (Composig&o de acordo com o AIN-93) 10 10
Amido de milho 535 685

Densidade calorica (Kcal) 3970 3970
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4.4.  Avaliacdo do ganho de peso corporal e ingestdo alimentar

No primeiro dia de experimento, no momento da divisao dos grupos, o peso corporal e
a ingestdo alimentar de cada animal foram registrados. Posteriormente, ambas as medidas
foram mensuradas semanalmente. Para a determinacdo do ganho de peso corporal, foi
subtraido do peso de cada animal o peso obtido na semana anterior e, para determinacéo da
ingestdo alimentar, quantificou-se a dieta ofertada, a sobra de dieta na parte superior da gaiola
e 0 resto de dieta contida no fundo da gaiola (obtido por peneiracdo da maravalha). A
diferenga entre a quantidade de dieta ofertada e a soma da sobra e resto forneceu o consumo
semanal de dieta. Obteve-se a estimativa de ingestdo alimentar semanal por animal, pela

divisdo entre o consumo semanal de cada gaiola pelo nimero de animais presentes nela.

4.5.  Avaliacdo da Desnutricdo

Com o objetivo de avaliar o estado nutricional dos animais e verificar a eficacia da
dieta hipoprotéica quanto ao estabelecimento do quadro de desnutricdo, foi realizada a
pesagem semanal dos animais de todos os grupos, com o auxilio de uma balanga eletronica
com escala (BL320H, Shimadzu). Foi construida uma curva de peso corporal para avaliar as

diferencas estatisticas entre os grupos estudados.

Aléem da avaliacdo ponderal, também foi avaliado o consumo alimentar, medido
semanalmente, calculado pela divisdo da estimativa de ingestdo alimentar semanal por animal,

pelo ganho de peso corporal do animal em gramas, no periodo respectivo.

4.6.  Cepade Giardia e condic@es de cultivo

A infeccdo por Giardia lamblia foi realizada utilizando-se trofozoitos da cepa
Portland-1 (ATCC 30888), Assemblage A, oriunda do LAPI da UFMG, onde é mantida em
cultura axénica e cultivada em meio TY1-S-33 (DIAMOND, 1978), modificado por Keister
(1983) e suplementado com bile bovina.

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

mantidos na posicdo de 30° em estufa bacteriolégica sob temperatura de 37°C.
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4.7.  Ajuste do indculo e infeccdo experimental

No dia 28 do experimento (final da 42 semana), os animais dos grupos CTIn e DNIn
foram infectados com Giardia lamblia. Tubos de cultura contendo trofozoitos foram
colocados em banho de gelo por 15 minutos para que ocorresse o desprendimento dos
parasitos da parede dos mesmos. Apds este periodo, 25 uL do meio de cultura foram
adicionados a um microtubo contendo 75 uL de corante vital (eosina 0,125%) e, em seguida,
foi adicionado uma gota de formol tamponado 10% para imobilizacdo dos trofozoitos. Apos
homogeneizacdo, a solucdo foi colocada na camara 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 concentracdo final de 1 x 10°
trofozoitos/mL.

Os animais foram inoculados por gavagem, com o auxilio de uma canula DELVO n°

15, acoplada a uma seringa de 1 mL, conforme as recomendac6es do CETEA.

4.8. Coleta de amostras durante o experimento

As coletas de sangue que ocorreram no inicio do experimento foram feitas pelo plexo
caudal, apo6s anestesia dos animais por uma injecdo intraperitoneal contendo solucdo de
Ketamina (100 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg).

4.9. Necropsia dos animais e coleta de materiais

Ao final do experimento, ap6s jejum de 12h, os animais foram anestesiados por
injecdo intraperitoneal contendo uma solucdo de Ketamina (100 mg/Kg) e Xilazina (12
mg/Kg). Realizou-se entdo, a abertura da cavidade peritoneal com incisdo mediana, para a
localizagdo das visceras. Foram retiradas amostras de sangue, intestino delgado, figado e

conteudo cecal.

Apo0s a coleta de sangue por puncdo cardiaca, os animais foram sacrificados para a
coleta dos demais tecidos. As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas por

3000 RPM durante 5 minutos e o soro foi armazenado a -20°C.

O intestino delgado foi inteiramente coletado (~18 cm), sendo que 6 cm foram
destinados ao processamento de cortes histoldgicos e a porgéo restante para o diagnostico por
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contagem direta de trofozoitos aderidos ao epitélio intestinal. O figado foi removido
inteiramente, perfundido com PBS e acondicionado a -20°C. O contetdo cecal, ao ser
retirado, foi seco em estufa a 60°C e também armazenado a -20°C.

Apos 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 carcagas. Posteriomente, estas estruturas foram coletados como lixo
biologico infectante pelo servigo de limpeza do ICB, direcionados para o abrigo externo

especifico e recolhidos pelo Servigo de Limpeza Urbana (SLU).

4.10. Contagem de trofozoitos aderidos ao epitélio intestinal

Toda a porc¢do restante do intestino delgado, ndo destinada a analise histoldgica foi
encaminhada para a contagem dos trofozoitos aderidos ao epitélio intestinal. Apos abertura
longitudinal e maceracéo do tecido, 0 mesmo foi acondicionado em solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS), a 4°C durante o periodo minimo de 15 minutos e, finalmente, os
trofozoitos desprendidos foram contados em Camara de Newbauer.

4.11. Determinacédo da glicemia

A glicemia foi determinada por ensaio enzimatico (kit Labtest, Brasil) cujo principio
consiste na oxidagdo da glicose a acido glucdnico pela acdo da enzima glicose oxidase, com
liberacdo de perdxido de hidrogénio. Este, pela acdo da peroxidase, em presenca de fenol e 4-

aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado com absorcdo maxima de 520nm.

Assim, 2ul do soro coletado foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos,
adicionando-se 200ul de reagente de cor. Apos incubacdo de 15 min a 37°C, a absorbancia foi

lida a 492nm em leitor de microplaca.

4.12. Dosagens séricas de proteinas totais e albumina

O método de Bradford € uma técnica para a determinacdo de proteinas totais que

utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método é baseado na interagédo
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entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou aromaéticas. No pH de reacdo, a interagdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma

aniobnica, que absorve fortemente em 595nm.

Para realizacdo de tal procedimento, 5ul de plasma foram colocados em microplaca de
96 pocos, acrescentando-se 200ul de reagente de cor. Apds incubagdo de 15 min a 37°C, a

absorbancia foi lida a 595 nm em leitor de microplaca.

A dosagem da albumina sérica foi determinada por ensaio enzimatico (kit Labtest,
Brasil). A metodologia do método se baseia no desvio do pico de absortividade maxima de
um corante complexo (verde de bromocresol) quando este se liga a albumina. A cor formada é
medida colorimetricamente entre 600 e 640nm, sendo proporcional a quantidade de albumina

na amostra.

Para a medida, 2,5ul de soro foram adicionados a microplaca de 96 pocos, junto com
250ul de reagente de cor. Ap6s incubacdo de 5 min em temperatura ambiente, a absorbancia

foi lida a 630nm em leitor de microplaca.

4.13. Avaliacéo do Perfil Lipidico Sérico

4.13.1 Determinagéo das concentracdes de colesterol total

As concentracfes de colesterol foram medidas com base no método de colesterol
oxidase descrito por Allain et al (1974), utilizando-se kit comercial (Labtest, Brasil). O
processo consiste na hidrolise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase produzindo
colesterol livre. Este, em presenca de colesterol oxidase e de oxigénio, produz peroxido de
hidrogénio, que, pela acdo da peroxidase em presencga de fenol e 4-aminoantipirina, produz

um composto roseo-avermelhado com absor¢cdo maxima de 500nm.

Para determinacdo das concentracdes de colesterol no soro dos animais, inicialmente
5uL de amostra foram diluidas em &agua deionizada (1:50), afim de que as leituras de
absorbancia fossem adequadas a variagdo linear do teste. Em seguida, 100pL de soro diluido
foram pipetados em microplaca de 96 pocos, sendo adicionados 100uL de reagente de
colesterol total. Apés um periodo de incubagdo de 15 minutos a 37'C a absorbancia foi lida a

492nm em leitor de microplaca.
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4.13.2 Determinacédo das concentracdes de triglicerideos

As concentracdes de triglicerideos séricos foram mensuradas conforme o método
enzimético colorimétrico descrito por Fossatti & Principe (1982), utilizando kit comercial
(Labtest, Brasil). O método consiste na hidrélise dos triglicerideos do soro pela lipase
lipoprotéica produzindo glicerol livre. Esse é fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto
sofre acdo da glicerol fosfato, o qual, em presenca de oxigénio, produz peréxido de
hidrogénio. Este, sob acdo da peroxidase, em presenca de um reagente fendlico (4-clorofenol),
e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo avermelhado, com méximo de absor¢do a
510nm.

Assim, 5uL de soro foram diluidos em agua deionizada, na concentracdo de (1:100).
Em seguida, 100uL da solucdo, foram pipetados em microplaca de 96 pocos e 100 pL do
reagente especifico acrescentados. Apds um periodo de incubacdo de 15 minutos a 37°C a
absorbancia foi lida a 492nm.

4.13.3 Separacdo de lipoproteinas e determinacdo de colesterol e proteinas nas
fragoes

O fracionamento das lipoproteinas séricas por cromatografia de filtracdo em gel foi
realizado em um sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatografy) modelo 600 da
Waters, usando-se uma coluna Superose 6 10/30 da Pharmacia. Em suma, uma aliquota de
100 ul de soro de cada dois ou trés animais, apos filtrada em membrana de 0,45 um, foi
injetada na coluna e separada com um tampdo contendo NaCl 0,15 M, Na,HPO, 0,01 M e
EDTA 0,1 mM, pH 7,5, a um fluxo de 0,25 ml/minuto.

Os niveis de colesterol nas fracGes foram determinados da seguinte maneira: 100 ul de
cada fracdo separada anteriormente por FPLC, foram retirados e misturados na proporcéo 1:1
com o reagente especifico em microplacas de 96 pocos. Apds um periodo de incubacao de 20
minutos a 37°C, a absorbancia a 492 nm foi lida em leitor de microplaca.

Para determinacdo dos niveis de proteina nas fracGes lipoproteicas, utilizou-se a
diferenca de absorbancias obtidas espectofotometricamente. Em resumo, 100 pL das fragoes
coletadas foram colocados em uma cubeta de quartzo, e lidas nas absorbancias de 280 e 260

nm. O valor final foi obtido pela subtracdo da absorbancia final pela inicial.
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4.14. Determinacao de colesterol total e triglicerideos hepaticos e cecais

A determinacdo do perfil lipidico hepético e cecal foi feita mediante a extracdo destes
por solvente organico, conforme descrito por Folch et al (1956). Em resumo, procedeu-se da
seguinte forma: 100mg de tecido hepatico ou conteudo cecal foram homogeneizados, em tubo
de vidro, com 1900uL de solugédo cloroférmio:metanol (2:1). Foram acrescentados 400uL de
metanol, a jato forte, e centrifugados a 3000rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de vidro previamente pesado e acrescido de 800uL de cloroférmio
e 640uL de NaCl 0,73%, jato forte. Apds homogeneizacdo lenta, os homogenatos foram
centrifugados durante 5 minutos a 3000rpm. A fase superior foi desprezada, a parede dos
tubos lavadas 3 vezes com 600uL de solucdo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol,
47% de agua destilada e 2% de NaCl 0,2%) que entdo, foram colocados para secar em estufa,
a 60°C, por 24 a 48 horas. Para a determinacdo dos niveis 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). Ap6s incubacdo de 15 min a 37°C, a absorbancia foi lida a 492nm em leitor

de microplaca.

4.15. Avaliacdo do Estresse Oxidativo
4.15.1 Dosagem da concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
— TBARs

A dosagem da concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico — técnica
de TBARS foi avaliada da seguinte maneira: os homogenatos de figado foram colocados em
tubos de vidro, aos quais adicionou-se a solucdo TBARs (&cido tricloroacético + &cido
tiobarbitarico + HCI + agua deionizada). Em seguida, os tubos permaneceram em banho-
maria fervente por 15 minutos, sendo posteriormente resfriados em agua corrente. Apos 0
resfriamento foi acrescentado o alcool butilico com posterior homogeneizacéao e centrifugacéo
a 3000rpm. Por fim, 200 pL do sobrenadante foram pipetados em microplaca de 96 pocos

seguida de leitura em leitor de microplaca a 535nm.
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4.15.2 Dosagem da atividade da enzima antioxidante catalase

A dosagem da atividade da enzima catalase se baseia do decaimento da absorbancia do
peroxido de hidrogénio (H,0;) - (Abs240) pela metabolizacdo deste pela catalase (2H,0, —
2H,0 + 0O,) (Nelson & Kieson, 1972). Resumindo, 25uL de homogenado de figado em
tampédo fosfato (50mM) diluido em (1:25) foram acrescentados a 1mL de tampdo fosfato
50mM em uma cubeta de quartzo. Os calculos foram feitos pela diferenca de leitura de tempo
final pelo tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra. O resultado foi expresso por
concentracdo de proteina (mg/mL), dosada pelo método de Lowry (1951).

4.15.3 Dosagem da atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase

A dosagem da atividade da superdxido dismutase (SOD) é baseada na sua habilidade
de limpar o radical O,", diminuindo a razdo de auto-oxidacdo do pirogallol (adaptado de
DIETERICH et al, 2000). Resumindo, 30puL de homogenato de tecido em tampao fosfato
(50mM) foram plaqueados em placa de 96 pocos e acrescidos de 99uL de tampéo fosfato,
6uL de MTT (brometo de dimetiltiazol — difeniltetrazolium) e 15uL de pirogallol. Apds 5
minutos de incubacdo a 37°C, a reacdo foi interrompida com 150uL de DMSO (dimetil
sulfoxido) e a absorbancia lida a 570nm. Para o calculo do resultado, considerou-se que
lunidade (U) de SOD foi capaz de auto-oxidacdo de 50% de pirogallol do padrdo. O resultado
foi expresso em Unidade por mg de proteina.

4.16. Histopatologia e morfometria da mucosa intestinal

Durante a necropsia foi coletada a porcéo proximal do intestino delgado (extensao de
6 cm), que foi aberta longitudinalmente e dividida em 2 fragmentos para fixagdo em formol
tamponado 10% pH 7,2. Ap6s o periodo de fixacdo, todos os fragmentos coletados foram
desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina, para obtencéo de cortes com 4
um de espessura. As laminas foram entdo coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) e Acido
Periddico de Schiff (PAS). Foram feitas reacBes imunohistoquimicas para identificagdo de

trofozoitos de Giardia lamblia.

Todos os cortes histologicos da porcdo proximal do intestino delgado corados com
H&E foram visualizados pela objetiva de 10X do microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany)

para a digitalizacdo aleatéria de 30 vilosidades intestinais por meio da microcamera JVC TK-
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1270/RGB (Tokyo, Japan). A altura das vilosidades foi calculada através do software KS300
contido no analisador de imagens Carl Zeiss. A base das vilosidades foi delimitada
manualmente através de ferramentas do software, todos os pixels com tons de violeta,
vermelho e bonina foram selecionados para criacdo de uma imagem binaria e a altura das
vilosidades foi calculada automaticamente.

Para o calculo da &rea ocupada por muco nas vilosidades intestinais foram utilizados
os cortes histolégicos corados com PAS. As laminas foram visualizados pela objetiva de 40X
do microscopio Axiolab para a digitalizacdo aleatdria de 30 imagens intestinais por meio da
mesma microcamera descrita previamente. Todos os pixels com tons de bonina das regides
PAS" foram selecionados para a criagio de uma imagem binaria e para a obtencéo da area de
muco em pm?, conforme descrito por Oliveira et al (2012).

A metodologia empregada para o0 imageamento microscopico, segmentacdo de
imagens, processamento digital e definicdo das condi¢bes de morfometria foi a descrita por
Caliari (1997).

4.17. Reacdo imunohistogquimica e andlise quantitativa para trofozoitos

Os cortes para processamento em imunohistoquimica foram desparafinados,
hidratados em solug6es alcodlicas de concentracfes decrescentes e lavados em PBS pH 7,2. A
atividade da peroxidase enddgena foi eliminada incubando os cortes em solucdo de H,0,
40vv a 0,2% em 200 ml de PBS por 20 minutos. Os sitios de ligacdo inespecifica foram
bloqueados incubando-se os cortes com soro de cabra diluido a 1:40 por 40 minutos. As
laminas foram incubadas com soro policlonal anti-G. lamblia diluido a 1:1000 (produzido nos
Laboratérios de Amebiase e Protozoarios Intestinais/Depto Parasitologia e de
Protozooses/Depto Patologia Geral) e, em seguida, incubados com IgG biotinilada diluida a
1:50 (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) e estreptavidina conjugada com
peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) a 1:100. A marcacéo foi detectada
usando solucdo de diaminobenzidina 0,05% em H202 40vv a 0,2%. Como controles positivos
foram usados cortes histoldgicos obtidos de lesdes ricas em Giardia. Como controle negativo,
o antisoro 1° foi substituido por PBS em alguns destes cortes. Todos os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris concentrada por 2 segundos, hidratados e
diafanizados para montagem em entelan.

Ap0s a reacdo, toda a superficie mucosa da porcao proximal do intestino delgado foi
visualizada através da objetiva de 10X e digitalizada por meio da mesma microcdmera. Todos
0s pixels com tons de marrom dos trofozoitos marcados pela imunohistoquimica foram
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selecionados para a criagdo de uma imagem binaria e céalculo da area total de marcacdo.

Processamento digital e recursos do software KS300 foram utilizados para eliminar artefatos.

4.18. Andlise Estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo. Utilizaram-se os testes de Shapiro-
Wilk, para verificar a normalidade da amostra e para comparagdo entre 0S Qrupos
experimentais, a Analise de Variancia (ANOVA) e Tukey para os valores que seguiram
normalidade e Kruskall-Whalis e Dunn para aqueles que ndo seguiram. Todos os testes e
andlises foram realizados no pacote estatistico SPSS versdo 20.0, considerando-se um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

No inicio do experimento, 0s grupos apresentavam-se homogéneos, com parametros
bioquimicos sem diferencas significativas entre si.
A figura 1 apresenta a evolugdo do peso corporal dos animais dos grupos CT, CTIn, DN e

DNIn ao longo do periodo experimental.
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Valores expressos em Média £ Erro Padrdo. * DN vs CT (p<0.01); # DN vs CTIn (p< 0,01); $ DNIn vs CT (p=<
0,01); £ DNIn vs CTIn (p=<0,01).

Figura 1. Evolucéo do peso corporal dos animais durante o experimento.

Apdbs quatro semanas de dieta hipoprotéica, o peso dos animais dos grupos DN (37,0 +
1,03) e DNIn (35,75 * 2,11), foi significativamente menor que o peso dos animais dos grupos
CT (48,02 £ 3,03) (p< 0,01) e CTlIn (49,75 + 2,25) (p< 0,01), permanecendo assim até o final

do experimento. O consumo alimentar dos animais esta apresentado na figura 2.

Ingestao alimentar (g)

Tempo em Semanas

BControle (CT) @ Controle Infectado (CTIn) B Desnutrido (DN) B Desnutrido Infectado (DNIn)

Figura 2. Consumo alimentar dos animais durante o experimento.
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Observou-se que desde a primeira semana de experimento, os animais dos grupos DN
e DNIn apresentaram consumo alimentar semanal menor que os animais dos grupos CT e
CTIn. Os animais dos grupos CT e CTIn apresentaram ingestdo alimentar semelhante até a 42

semana de experimento, apés a qual houve reducdo da ingestdo alimentar do grupo CTIn.

Quanto a contagem de trofozoitos, foi encontrada maior quantidade de Giardia no lavado
intestinal do grupo CTIn (média de 14,62) do que no grupo DNIn (média de 9,62). Nao foram
encontrados trofozoitos de G. lamblia nos grupos CT e DN.

Os resultados dos parametros bioquimicos séricos estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Parametros bioquimicos dos animais dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn no
final do experimento.

PARAMETROS
GRUPOS Glicemia Prc_)tel’nas Albumina Co_:_ejttslrol Triglicerideos
(mg/dL) Totais (g/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CT (n=8) 9152+4,63  578+064  356+064 13657+16,52 162,72+ 26,82

CTin (n=7) 10048+821  699+004  398+029 119,75+877 10596 + 18,14

DN (n=5) 101,29 +1480  7,08+0,04  289+0729 10540 +6,78 128,04 + 16,90

DNIn(n=8) | gg18+480  692:006 483112 11801922 99681636

Valores expressos em Média + Erro Padréo.

Né&o houve diferenca significativa nos resultados de glicemia, proteinas totais, albumina,

colesterol total e triglicerideos, entre os grupos no final do experimento.

A figura 3 apresenta a distribuicdo de colesterol nas fragdes de lipoproteinas circulantes
dos animais dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn.

43



30,0
= Controle
g 25,0 Controle Infectado
=11] .
é 200 Desnutrido
S = Desnutrido Infectado
& 15,0
=
7
£ 10,0 o~
> M
0,0__IIIII_III'I'.IIIIIIIIIIIIIIIII T T Tl

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46
Numero da fracao

Figura 3. Distribuicdo de colesterol nas fragdes de lipoproteinas circulantes dos animais
dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn.

Os grupos CT, CTIn e DN apresentaram a mesma distribuicdo de colesterol no perfil de
lipoproteinas circulantes. Houve diferenca significativa no perfil de lipoproteina do grupo

DNIn em relacéo ao grupo CT.

A figura 4 mostra o teor de colesterol nas fracdes de lipoproteinas circulantes dos animais
dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn.

4-

Teor de colesterol (mg/dL)
N
L

Controle Controle Desnutrido Desnutrido
Infectado Infectado

* p< 0,05 em relacdo ao grupo Controle.

Figura 4. Teor de colesterol nas fragdes de lipoproteinas dos animais dos grupos CT,
CTIn, DN e DNIn.

Os animais do grupo DNIn tiveram menor teor médio de colesterol nas lipoproteinas
quando comparados aos animais do grupo CT. N&o houve diferenga nos niveis médios de
colesterol nas fragdes de lipoproteinas entre os grupo CT, CTIn e DN.
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A figura 5 mostra a distribuicdo de proteinas nas fragdes de lipoproteinas circulantes dos

animais dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn.
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Figura 5. Distribuicdo de proteinas nas fragdes de lipoproteinas dos animais dos grupos
CT, CTIn, DN e DNIn.

Os grupos CT, CTIn, DN e DNIn apresentaram diferencas significativas na distribuicéo

de proteinas no perfils de lipoproteinas circulantes.

A figura 6 apresenta o teor de proteinas nas fracdes de lipoproteinas dos animais dos
grupos CT, CTIn, DN e DNIn.
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Figura 6. Teor de proteinas nas fracdes de lipoproteinas dos animais dos grupos CT, CTlIn,
DN e DNIn.

*p <0,05 emrelacdo ao CT; # p < 0,0001 em relacdo ao CT; $ p < 0,0001 em relacdo ao CT; £p <0,0lem

relacdo ao CTIn.
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Os resultados mostram que a distribui¢do de proteinas nas fracdes foi diferente entre os
grupos CT e CTIn (p < 0,05), CT e DN (p < 0,0001), CT e DNIn (p < 0,0001), CTIn e DNIn
(p < 0,01), porém apresentou-se semelhante entre os grupos DN e DNIn (p = 0,4).

A tabela 4 apresenta o perfil lipidico hepatico e cecal dos animais dos grupos CT, CTIn,
DN e DNIn no final do experimento.

Tabela 4. Perfil lipidico hepatico e cecal dos animais dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn
no final do experimento.

PARAMETROS (mg/g de tecido)

GRUPOS Colesterol Triglicerideo Colesterol Triglicerideo
Hepatico Total Hepatico Total Cecal Total Cecal Total
cT 14,44 £39 25,80 + 10,25 2,06 £0,09 0,75+ 0,06
SUlly 6,98 +1,24 5,73 0,94 2,17+£0,19 0,77 0,12
DN 24,23 £ 6,22 15,99 + 5,50 1,42 +£0,13* 0,39+ 0,04
DNIin 13,71 + 2,66 10,87 £4,08 1,72+0,15 0,68+ 0,19

Valores em Média + Erro Padrdo. * p < 0,05 em relacéo ao CTIn.

Né&o houve diferenca significativa nos resultados de colesterol e triglicerideos hepaticos.

Houve diferencga entre o resultado de colesterol cecal dos animais do grupo DN e CTIn (p <
0,05).

A tabela 5 apresenta os resultados das medidas dos parametros de estresse oxidativo

hepatico dos animais dos grupos Controle, Controle Infectado, Desnutrido e Desnutrido
Infectado.

Tabela 5. Avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo hepatico dos animais dos
grupos CT, CTIn, DN e DNIn.

PARAMETROS
Grupos TBARS SOD CATALASE
cT 6,99 + 2.09 0,053 + 0,006 2,87 + 0,87
CTin 8,02 +2,22 0,044 + 0,007 3,86 +1,18
DN 3.84 193 0,060 £ 0,012 4,50 +1,25
B 3,66+ 112 0,048 + 0,009 6,79 + 0,74*

Valores expressos em Média + Erro Padrdo. * p< 0,05 em relagdo ao CT.
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N&o houve diferenca na producdo media de TBARs no figado dos animais dos grupos
avaliados. Foi verificada maior atividade hepatica da enzima Catalase nos animais do grupo
DNIn em relacdo ao grupo CT. N&o houve diferenga na atividade da enzima SOD hepética.

A figura 7 apresenta a altura de vilosidades intestinais dos animais dos diferentes grupos

experimentais.
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Figura 7. Altura de Vilosidade (um) nos grupos experimentais.

Valores em + E.P.; * p< 0,05 em relacdo ao Grupo CTln.

Os animais do grupo DNIn apresentaram menor altura de vilosidades intestinais em

relacdo aos animais do grupo CTIn (p<0,01). N&o houve diferenca estatistica entre os demais

grupos.

A fotomicrografia das vilosidades intestinais destacando as células caliciformes dos

animais dos diferentes grupos experimentais esta apresentada na figura 8.
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Figura 8. Fotomicrografia de intestino delgado de Gerbils controle e inoculados com
trofozoitos de Giardia lamblia. Pequeno nimero de células caliciformes PAS® nas
vilosidades intestinais é observado nos animais do grupo CT (A); Discreto aumento do
nimero de células caliciformes PAS" é observado nos animais do grupo CTIn (B); as
vilosidades intestinais dos animais dos grupos DN (C) e DNIn (D) mostraram aumento visivel
de células caliciformes e, consequentemente, da producdo de muco. Observar grande nimero
de trofozoitos junto as vilosidades intestinais e lumen intestinal (setas) em animal do grupo
DNIn. Acido Periddico de Schiff (PAS). Barra = 100 pm.

E possivel observar que nos animais do grupo CT, ha um pequeno numero de células
caliciformes positivas para o Acido Periddico de Schiff (PAS) nas vilosidades intestinais. Nas
vilosidades intestinais dos animais do grupo CTIn, é observado um discreto aumento do
numero de células caliciformes positivas para o PAS. Nas vilosidades dos animais dos grupos
DN e DNIn, é evidenciado um aumento visivel de células caliciformes e, consequentemente,
da producdo de muco. Pode-se observar ainda, um grande nimero de trofozoitos junto as
vilosidades intestinais e limen intestinal no animal do grupo DNIn.
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A figura 9 apresenta a area de producdo de muco nas vilosidades intestinais dos animais

dos diferentes grupos.
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Figura 9. Producdo de muco (um?) pelos animais dos grupos CT, CTIn, DN e DNIn.

Valores expressos em + E.P. * p<0,05 em relagédo ao grupo CT.

Os resultados mostram que os animais do grupo DNIn apresentaram maior area de
producdo de muco em relagcdo ao grupo CT. Nao houve diferenca estatistica entre os demais

grupos.

A figura 10 mostra os resultados da analise imunohistoquimica para trofozoitos de G.

lamblia na mucosa intestinal.
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Figura 10. Reacdo imunohistoquimica para trofozoitos de Giardia lamblia. (A)
Grupo Controle Infectado. Presenca de trofozoitos no lumen intestinal e aderidos nas
vilosidades intestinais. (B) Maior aumento da mesma regido. Trofozoitos (setas). (C) Grupo
Desnutrido Infectado. Grande nimero de trofozoitos positivos. (D) Maior aumento da imagem
anterior, mostrando Varios trofozoitos livres no Iimen e aderidos as vilosidades intestinais

(setas). Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris. Barra = 50 um.

A andlise qualitativa demonstra uma maior presenca de parasitos imunomarcados nos

animais do grupo DNIn em relacdo aos animais do grupo CTIn.

A andlise quantitativa da quantidade de Giardia na mucosa intestinal dos animais, ndo
revelou diferencas significativas entre os grupos CTIn (42958,95 + 10826,02 um) e DNIn
(53298,21 + 8956,17um).
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6. DISCUSSAO

A desnutricdo € um mal que aflige cronicamente a humanidade. A ONU vem
apresentando dramaticas estatisticas sobre a situacao alimentar no mundo, destacando que um
bilhdo de pessoas na América Latina, Asia e Africa, sofrem de desnutri¢éo cronica (Elia 2000,
Douglas 2002). A desnutricdo, em suas diferentes formas, constitui fator de risco grave para o
aumento de morbidade e mortalidade em uma populacdo, estando associada a morte de quase
5,6 milhGes de criancas (Kosek, et al, 2003, Blossner & de Onis, 2005, Bryce et al, 2005,
Dahl & Yamada, 2008, Yamada, 2008).

Doencas infecciosas e parasitarias sdo agravadas pelo estado nutricional especialmente em
paises em desenvolvimento, onde a prevaléncia de tais doencas é mais acentuada (Blakely et
al, 2004). Isso porque o aporte inadequado de nutrientes acarreta mudancas antropométricas,
metabolicas, assim como na morfologia intestinal (Emery 2005, Nakajima et al, 2008, Herems
et al, 2008), diminuindo a capacidade do organismo no combate a patégenos (Eckman 2003).

A giardiase constitui uma destas enfermidades e, como atinge principalmente criangas,
pode acarretar déficit cognitivo e de crescimento nos parasitados. Contudo, muitas infeccdes
podem manter-se assintomaticas. Especula-se que o estado nutricional constitua fator
determinante na gravidade da giardiase (Gendrel et al, 2003), entretanto, ndo existem
evidéncias que confirmem a participacdo da desnutricdo neste processo. Neste contexto,
procuramos contribuir no esclarecimento do assunto avaliando as alteraces metabdlicas e
intestinais de gerbils experimentalmente infectados com G. lamblia previamente submetidos a
dieta hipoprotéica.

De acordo com Abreu et al (2006), a desnutricdo protéica gera diversas manifestacdes
clinicas nos modelos animais, porém as alteragdes mais aparentes sdo aquelas verificadas no
peso, tanto do corpo como um todo, quanto de diversos 6rgdos. No presente estudo, observou-
se que os gerbils alimentados com dieta hipoprotéica apresentaram peso corporal
significativamente menor em relacdo aqueles que receberam dieta normoprotéica. A
diminuigcdo significativa do peso corporal como consequéncia da ingestdo de dietas
deficientes em proteinas € uma resposta amplamente encontrada e relatada na literatura (Melo
et al, 2008, Costarelli & Emery, 2009, Valadares et al, 2010, Shukla & Shidu, 2011),
ocorrendo mesmo apas curtos periodos de oferta da dieta hipoprotéica, como demonstrado por
Malafaia et al (2009).

As alteragdes significativas de peso podem ser justificadas pelas modificacfes
bioquimicas acarretadas no organismo durante a privacdo protéica. Como as proteinas

representam o principal componente estrutural e funcional de todas as células do organismo, o
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tecido muscular esquelético é extremamente sensivel a deficiéncia de proteina (Ihemelandu
1985, Parada-Simdo 2011). Sendo assim, nos periodos de caréncia deste nutriente, o tecido
muscular é degradado, para proporcionar aminoécidos que serdo utilizados na gliconeogénese
hepatica, bem como na sintese de células de fase aguda e de enzimas, por exemplo (Biolo et
al, 2002). Consequentemente, pode ocorrer grande perda de massa muscular e por sua vez,
diminuicdo na massa corporal, explicando, em grande parte, a redugéo significativa da massa
corpdrea dos animais submetidos a dieta de hipoprotéica.

O efeito na reducdo do peso dos animais dos grupos DN e DNIn, foi acompanhado pela
menor ingestao dietética destes dois grupos, desde o inicio do experimento, fato que também
pode explicar a elevada perda de massa corporea dos animais, conforme proposto por Vituri et
al (2008).

A diminuicdo da ingestdo observada era esperada, uma vez que o organismo animal exibe
este comportamento anorético na tentativa de evitar maiores alteragbes no balanco
nitrogenado negativo ocasionado pela dieta ofertada (Souza et al, 2001). A anorexia também
pode ser explicada pela eventual diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de aminoacidos
de cadeia ramificada, agentes orexigenos capazes de reduzir, por competicdo, a captacdo de
triptofano no cérebro o que, por consequéncia, acarretard em diminuida sintese de serotonina
(Cangiano et al, 1996).

Como foi demonstrado, apds o indculo de Giardia lamblia, os animais do grupo CTIn
também apresentaram reducdo na ingestdo alimentar, porém sem alteracfes ponderais
evidentes. A menor ingestdo neste grupo pode ter ocorrido em decorréncia do processo
infeccioso, levando ao aumento de citocinas pro-inflamatorias e, portanto inibicdo do apetite
(Bayraktara et al, 2005).

N&o foram observadas diferencas significativas na glicemia dos diferentes grupos, CT,
CTIn, DN, DNIn. Durante a privagdo, o organismo utiliza de diversos mecanismos para
manutencdo da glicemia, uma vez que a glicose é o principal componente energético celular.
Sendo assim, a desnutricdo pode causar hipoglicemia ou hiperglicemia, dependendo da
gravidade e da duracdo do estado de caréncia. Em nosso modelo os niveis glicémicos dos
animais DN e DNIn se mantiveram proximos aos dos controles. Interessantemente, os gerbils
foram extremamente acometidos com a desnutri¢do induzida. Foi possivel observar reducéo
do peso, debilidade geral dos animais tendo alguns deles evoluido para o 6bito. A glicemia
normal pode refletir o tipo de desnutricdo induzida, a qual h& reducdo apenas no teor de
proteinas da dieta, mantendo-se o aporte calorico aos animais. Neste caso, alteracOes
metabolicas sdo esperadas, inclusive na expressdo de genes envolvidos no metabolismo da

glicose, a fim de manter a homesotase (Delghingaro-Augusto et al, 2004).
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Alguns estudos demonstraram que a giardiase pode levar a diminui¢do na atividade das
dissacaridases (Belosevic et al, 1989, Buret et al, 1990, Mohammed & Faubert, 1995,
Solaymani-Mohammadi & Singer, 2011), mas este efeito parece ndo prejudicar a absorcéo de
glicose, como demonstrado por estudo recente (Gomes et al 2012).

Os niveis de proteinas totais e albumina séricos permaneceram similares nos grupos
CT, CTIn, DN e DNIn. Com relagdo ao grupo CTIn, embora ndo tenha sido amplamente
estudado, sugere-se que certas infeccdes entéricas como as provocadas por Salmonella,
Shigella, rotavirus, e Giardia lamblia possam danificar a mucosa intestinal levando a uma
perda excessiva de proteinas (Umar & DiBaise, 2010, Braamskamp et al, 2010). No entanto
nos casos de infeccdo por Giardia, os niveis séricos de proteinas estariam alterados somente

nos casos de co-infec¢do com outro microorganismo intestinal (Dubey et al, 2000).

Alteracbes nos niveis de proteinas totais e albumina em modelos animais submetidos a
dieta hipoprotéica sdo comumente esperados (Nakajima et al, 2008, Perampalli et al, 2010,
Shukla & Shidu, 2011). Isso porque a albumina € o principal constituinte das proteinas do
plasma assim, deficiéncias protéicas podem levar a hipoalbuminemia, sendo este estado
considerado uma das principais alteraces da desnutrigdo. Uma evidéncia que nosso modelo,
submetido a dieta hipoprotéica, respondeu ao tratamento foi a perda de peso, ja discutida
anteriormente. No entanto ndo pudemos comprovar a deficiéncia proteica a nivel sérico. Este
resultado talvez possa ser explicado pelo modelo utilizado, gerbil, também conhecido como
rato do deserto, raramente usado como modelo para desnutrigéo.

O presente estudo ndo verificou diferencas nos niveis plasmaticos de colesterol e
triglicerideos nos grupos de animais experimentais. Diversos autores ja relataram que o
parasito G. lamblia utiliza-se do colesterol dos hospedeiros para a prépria nutricdo e
crescimento, sendo que a privacdo deste nutriente pode, inclusive, determinar a diferenciacao
do parasito para sua forma de resiténcia (Lujan et al, 1996, Adam 2001). Além disso, baixos
niveis de colesterol sérico sdo relatados em casos de desnutricdo e especialmente observados
em casos de ma absorcdo (Acosta Escribano et al, 2005). Estudo realizado por Bonnefoy et al
(2002) em pacientes hospitalizados, encontrou que os baixos niveis de lipideos séricos,
incluindo o colesterol, estdo associados com a ma nutri¢éo, e ainda, com inflamacéao. Trabalho
recente realizado por Saki et al (2011), revelou que individuos com giardiase apresentavam
menores niveis de colesterol, triglicerideos e lipoproteina de baixa densidade (LDL), quando
comparados aos individuos ndo infectados. Resultados semelhantes também foram

encontrados por Bansal et al (2005), ao analisar os parametros lipidicos em individuos com
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Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar e G. lamblia. Estes pesquisadores verificaram

menores niveis de colesterol nos pacientes infectados, quando comparados com o0s controles.

Como um dos objetivos do trabalho foi avaliar o metabolismo de lipideos decidiu-se
avaliar o perfil de lipoproteinas circulantes, cujos componentes sdo: colesterol, triglicerideos,
fosfolipideos e proteinas. Apesar das alteracfes séricas nos parametros proteinas totais ou
albumina ndo terem sido observadas entre 0s grupos, a concentracdo de proteinas nas
lipoproteinas foi significativamente alterada. Os grupos CTIn, DN e DNIn tiveram diminuic&o
das concentragfes protéicas em relagdo ao controle. A dieta hipoprotéica foi capaz de
diminuir significativamente a concentracao de proteinas nas fracdes nos grupos DN e DNIn,

quando comparados ao CT.

Ao mesmo tempo, quando comparados os grupos CT e CTlIn, € possivel afirmar que a
infecgdo por si, foi também capaz de modificar o perfil protéico. No entanto, ao corelacionar
os grupos DN e DNin, observa-se que a infeccdo ndo modificou a concentragdo protéica, uma

vez que ndo houve diferenga significativa entre estes dois grupos.

A andlise da composicdo das lipoproteinas séricas também revelou uma queda
significativa na concentracdo de colesterol pelo grupo DNIn em compara¢do com o grupo CT,
indicando que ndo apenas a desnutricdo, mas especialmente a infec¢do impactou de maneira

acentuada os indices deste componente lipidico.

O estado de estresse oxidativo decorrente tanto da desnutricdo quanto da infecgédo
pode ter levado a maior oxidacdo de componentes das lipoproteinas no nosso modelo,
alterando a composicao das mesmas (Cartwright et al, 1982, EI Harim et al, 1993, Feillet et al,
1993, Levy et al, 2000, Jahan-Mihan et al, 2011).

Além das alteracOes séricas, a desnutricdo, pode levar a modificacbes em tecidos,
como o figado, por exemplo, ocasionando acumulo de lipideos no tecido hepatico. O
mecanismo pelo qual ocorre este acimulo ainda ndo estd completamente elucidado, porém
sugere-se que possivelmente seja resultado de um aumento da disponibilidade de &cidos
graxos para reesterificagdo hepatica de triacilglicerdis e nido da sintese prejudicada de B-
lipoproteina, conforme proposto anteriormente (Badaloo et al, 2005). No entanto, neste estudo
ndo foi possivel demonstrar alteragdo na concentracdo de lipideos hepéaticos nos animais
desnutridos. Este resultado pode ter sido decorrente do modelo animal utilizado, que néo

apresentou todas as alteracfes metabdlicas conhecidas na desnutricao.
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Os trofozoitos de Giardia, além de espoliar os nutrientes do hospedeiro, utilizam os
sais biliares do individuo para seu crescimento, gerando uma solubilizacéo insuficiente das
gorduras e consequente diminui¢do na absor¢do de lipideos. Com isso, a esteatorréia pode ser
um dos sinais clinicos da doenca. Outros estudos, como realizado por Chochillon et al (1986)
investigando a excrecdo de gorduras nas fezes de adultos e criancas infectados com G.
lamblia, j& encontraram um aumento significativo deste composto nas fezes dos pacientes,
especialmente nas criancas. Leitch et al (1993), observaram que animais submetidos a dieta
hipoprotéica com infeccdo por G. lamblia, apresentaram maior excre¢do de gorduras nas
fezes. Na presente pesquisa, foi possivel demonstrar que os animais infectados por G. lamblia
apresentaram maior excrecdo de colesterol que os animais desnutridos néo infectados,

sugerindo um efeito acentuado dessa solubilizac&o insuficiente ocasionada pelo parasito.

Estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxigen Species - ROS) e a capacidade do sistema biol6gico em prontamente
desintoxicar os intermediarios reativos ou facilmente reparar o dano resultante dessa producao
excessiva de ROS (Sies 1997). No entanto, esses produtos podem ser utilizados pelo sistema
imune inato, como nas células epiteliais do intestino delgado, por exemplo, por sua atividade
citotoxica sobre agentes patogénicos, contribuindo para a manutencdo da barreira mucosa
(Witthoft et al, 1998, Eckmann et al, 2000).

Na desnutricdo protéica ocorre aumento do estresse oxidativo, exemplificado pela
exacerbacdo da oxidacdo protéica e da peroxidacdo lipidica, podendo-se inclusive, utilizar
este Ultimo processo como marcador precoce da desnutricdo (Manary et al, 2000, Jimoh et al,
2005). Ao mesmo tempo, a producdo hepatica de enzimas antioxidantes estaria diminuida, em
decorréncia da privagdo de proteinas (Ronchi et al, 2010).

Ja em infeccdes por G. lamblia, o efeito que as ROS poderiam exercer na defesa contra 0s
parasitos tem sido discutido, considerando-se que este protozoario possui capacidade limitada
para desintoxicar e neutralizar as espécies reativas ao oxigénio (Brown et al, 1998, Roxstrom-
Lindquist 2006, Mastronicola et al, 2011).

No presente estudo, os animais alimentados com dieta restrita em proteinas e infectados
com G. lamblia, apresentaram um aumento significativo na atividade de catalase guando
comparados aos animais do grupo controle. Corroborando com os achados deste trabalho,
Sidhu et al (2004), ao avaliar o efeito protetor do zinco sobre o estresse oxidativo,
encontraram aumento nos indices de catalase nos animais desnutridos. Akinola et al (2010)
também demonstraram que animais submetidos a dieta hipoprotéica apresentaram aumento

significativo da atividade de catalase, porém encontraram diminui¢do na atividade de SOD, o
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que nao foi observado no presente trabalho. Estudos avaliando o balango entre estresse
oxidativo e producdo de antioxidante, em criangas infectadas com G. lamblia, realizado por
Demirci et al (2003), demonstrou que a atividade da SOD eritrocitaria foi significantemente
menor nos pacientes infectados, assim como os niveis de malonaldeido (MDA) foram
estatisticamente maiores nas criangas com giardiase em relacdo aos controles. Neste trabalho,
a peroxidacao lipidica, representada pelos niveis de MDA, no teste de TBARs, nao
demonstrou diferengas significativas.

A infeccdo sozinha ndo alterou a atividade da enzima catalase hepética. Estes resultados
remetem a causa do estresse oxidativo a desnutricdo. No entanto, a diferenca significativa
encontrada entre os grupos CT e DNIn sugerem que a lesdo intestinal causada pela infecgédo
com Giardia em animal desnutrido, possa ter exacerbado a producdo de radicais livres e,
consequentemente a atividade de enzimas antioxidantes.

Quanto as alteracGes histopatoldgicas, avaliamos inicialmente a area de muco nos animais
em experimentacdo. Qualitativamente, os grupos DN, DNIn e CTIn produziram
significativamente maior quantidade de muco comparados ao CT. Durante o processo
infeccioso no intestino delgado, a secrecdo de mucina pelas células caliciformes no intestino
delgado € rapidamente aumentada em resposta a microorganismos patogénicos (Moncada et
al, 2003, Turner 2009). Contudo, informacdo sobre as barreiras fisicas em desnutricao
hipoprotéica é fragmentada, a despeito de seu papel primario na defesa contra infeccdes
oportunistas. Especula-se que a desnutricdo hipoprotéica alteraria a expressdo dos receptores
glicoprotéicos da membrana, modificando a quantidade de muco mantido nas superficies
epiteliais e a natureza quimica das lectinas presentes no mesmo, explicando o maior risco de
infeccdes em desnutridos (Woodward 1998). Nossos resultados demonstraram maior
producdo de muco em animais desnutridos, porém os motivos deste aumento estdo para ser
investigados.

Nossos resultados também demonstraram maior producdo de muco nos animais
desnutridos infectados, sugerindo um sinergismo entre desnutricdo e giardiase na tentativa de
controlar a aderéncia da Giardia a mucosa. Contudo ndo foram observadas diferencas
significativas entre o nimero de trofozoitos avaliado por imunohistoquimica em nenhum dos
grupos experimentais, apesar da andlise qualitativa ter demonstrado maior presenca de
parasitos imunomarcados nos animais do grupo desnutrido infectado.

Na giardiase, dados preliminares obtidos em gerbils evidenciaram que a secre¢do de muco
aumentada reduziu a fixagao epitelial dos trofozoitos de G. lamblia, diminuindo a intensidade
da infeccdo (Leitch et al, 1989). Sugere-se que o aprisionamento destes agentes pelo muco e a

sua subsequente remocdo do intestino pelo peristaltismo seja responsavel por influenciar a
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intensidade da infeccdo (Walker & Owen, 1990). Roskens et al (2002) demonstraram que a
mucina tem um efeito negativo direto sobre a fixacdo do parasito. Katayama et al (1997)
propdem ainda que o muco poderia exercer um papel protetor contra a adesdo de patégenos a
mucosa, como na infec¢do contra Giardia. Isso porque, como a patogenia desenvolvida pela
Giardia depende exclusivamente da sua adesdo a mucosa intestinal, a camada de muco
poderia proteger as células epiteliais, impedindo a Giardia de obter acesso imediato ao
epitélio. Por outro lado, alguns pesquisadores (Zenian & Gillin, 1985, Gault et al, 1987) ja
propuseram o efeito benéfico que o0 muco pode acarretar no crescimento dos trofozoitos. Foi
sugerido que o muco criaria um microambiente entre o epitélio e o lGmen, protegendo a
Giardia da degradacéo por enzimas, pH e sais intestinais.

Com base nos resultados conflitantes, ndo é possivel determinar quando as mucinas
seriam fatores fisiologicos envolvidos na defesa do hospedeiro, contra a Giardia ou
contribuiriam para a colonizacao deste parasito na superficie da mucosa.

A desnutricdo pode levar a apoptose celular e diminuigcdo na regeneracdo de enterdcitos
nas vilosidades, levando a diminuicdo tanto do nimero quanto na altura das mesmas (Shiner
et al, 1973, Nichols et al, 2000, Pires et al, 2003). Comparando-se 0s grupos DNIn e CTIn
observamos que a infeccdo no primeiro levou ao maior achatamento das vilosidades
intestinais. Estes resultados mostram que a desnutricdo impactou de forma determinante na
diminuicdo das vilosidades nos animais infectados com Giardia. Assim sendo, nossos
resultados sugerem contribuicdo da desnutricdo na gravidade da giardiase, diminuindo a
capacidade absortiva intestinal via encurtamento das vilosidades.

E importante ressaltar que estudos utilizando gerbils como modelo experimental de
desnutricdo ou informacdes referentes a alteracdes nos parametros bioquimicos destes animais
submetidos a giardiase sdo escassos. Sendo assim, estudos especificos avaliando o impacto da
dieta hipoprotéica nestes animais sao necessarios para esclarecer tais modificacdes.
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7. CONCLUSOES

Com base no que foi analisado e discutido neste trabalho, é possivel concluir que a
giardiase modifica a resposta organica dos animais em dieta hipoprotéica, sendo capaz de
proporcionar efeitos deletérios sobre 0 metabolismo dos animais e de acarretar alteracdo na
estrutura das vilosidades.

Com base nas modificacdes observadas, mesmo que alteracdes em alguns parametros que
eram esperadas nao tenham ocorrido, pode-se afirmar que o sinergismo entre as duas doencas
ocasionou piora de diversos outros parametros avaliados, sugerindo que esta associa¢ao foi
impactante.

Entretanto, estudos posteriores, com outros modelos experimentais e outras cepas do
parasito, deverdo ser realizados, para esclarecer pontos ainda obscuros envolvendo

desnutricédo e giardiase.
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