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Errata

No indice, no ponto 6.1, onde se 1€ “desesquistamento” dever-se-4 ler
“desenquistamento”.

No indice, no ponto 2 do Material e Métodos, onde se 1& “Giardia” dever-se-a ler
“Giardia”.

Na pagina 12, no primeiro e no fim do segundo paragrafo, onde se 1¢ “Giardia™ dever-
se-a ler “Giardia”.

Na pagina 14, no fim do primeiro paragrafo, onde sc 1& “contrario” dever-se-& ler
“contrario” e onde se 1€ “contem™ dever-se-4 ler “contém”.

Na péagina 18, no infcio do primeiro paragrafo, onde se 1¢ “detoxificagio” dever-se-a ler
“destoxificagio”.

Na pagina 20, no segundo paragrafo, a virgula colocada apds a palavra colesterol devera
ser retirada ¢ colocada a seguir a palavra processo.

Na pagina 22, no fim do terceiro pardgrafo, onde se 1€ “lipidos” dever-se-4 ler “lipidos”.

Na pagina 28, onde se 1€ “de deriram” dever-se-4 ler “que derivam”, e no primeiro
paragrafo, onde se & “de dispomos” dever-se-4 ler “que dispomos”.

Na pégina 31, no segundo paragrafo, onde se 1€ “Change” dever-se-4 ler “Charge”.

Na pagina 32, onde se 1€ “Magma Rack” ou “Magma Rock”, dever-se-a ler “Magna
Rack”.

Na pagina 32, onde se 1€ “Carge” dever-se-a ler “Charge”.
Na pagina 35, onde se 1€ “Giardia duodenalis” dever-se-4 ler “Giardia duodenalis”.
Na pagina 42, onde se 1€ “VI- Bibliografia” dever-se-4 ler “V- Bibliografia”.

Ao longo do texto, onde se 1€ “encistamento” dever-se-4 ler “enquistamento”, e onde se
1& “desencistamento” dever-se-a ler “desenquistamento”,



Sumario

A Giardia é um protozoario microscopico que invade a mucosa intestinal, provocando
uma atrofia das vilosidades intestinais, alterando a absor¢io normal dos nutrientes. O
quisto € a forma infecciosa, transmitida ao homem pela ingestdo de dgua e alimentos

contaminados.

O exame as fezes ¢ a forma classica de diagnostico laboratorial de Giardia, existindo
agora técnicas mais avangadas, que melhoram a qualidade de detecgiio deste parasita. B
considerada como a principal causa de surtos de diarreia com origem na contaminagio

de dgua,

A Giardia esta distribuida mundialmente, em Portugal a sua prevaléncia varia entre 9%
e 28% em criangas e jovens até aos 16 anos, dependendo das condigdes

socioecondmicas e de saneamento,

Neste trabalho foram aplicadas alteragdes nas metodologias que permitem o isolamento,
concentragéo, extrac¢lio e amplificagio com objectivo, de obtermos, de uma forma
rapida e eficaz, uma boa amostra de DNA gendémico. Amplificou-se o gene da [-

giardina, proteina considerada tinica na Giardia spp..

As amostras de trés criangas contaminadas foram comparadas com a sequéncia de uma
estirpe de referéncia (ATCC). Uma das amostras obtidas apresentava diferengas a nivel
da sequéncia do gene seleccionado, sugerindo, assim, a presenca de estirpes distintas em
circulagdo na comunidade. A aplicagdo em maior escala deste tipo de metodologia,

permitird novas informagdes sobie a epidemiologia da giardiase.



Abstract

Giardia is a microscopic protozoa able to invade the intestinal mucosa, causing
significant villus atrophy thus altering nutrient absorption. The infectious form of this
parasite is the cyst, generally transmitted to men by the ingestion of contaminated water

or food.

While there are now several advanced methodologies, which greatly increase Giardia

detection, faecal analysis is still the most used technique.

Considered as the main cause of waterborne diarrheic outbreaks, Giardia is distributed
worldwide, with a prevalence, in Portugal, ranging from 9 to 28% in children up to 16

years, depending on socio-economic conditions.

In this work, minor alterations to usually used methodologies were applied, aimed at
isolating and concentrating the cysts, followed by a process of extraction and

amplification of genomic DNA. The B-giardin gene, which expressed a Giardia specific

Samples from three Giardia infected children were obtained and compared with a
reference strain (ATCC). One of the samples presented a distinct genomic sequence,
thus suggesting that different strains may be circulating among the community, The
application of the used methodology in a larger scale would surely provide new and

valuable information on Giardia epidemiology.
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Caracterizagiio molecular de isolados de Giardia ¢ sua aplicagdo em estudos epidemioldgicos

I ~ENQUADRAMENTO TEORICO

1. Classificacio de Giardia

Giardia lamblia € um protozodario entérico responsavel pela enteropatia parasitaria conhecida
como giardiase. E um parasita flagelado, bi-nucleado, que pode estar presente no tracto
intestinal dos humanos, e¢ de varios outros mamiferos no mundo inteiro, com maior
prevaléncia em jovens ¢ onde exista uma concentragdo de hospedeiros susceptiveis (Rosez,
2002).

2. A descoberta do Parasita

O primeiro relato deste parasita (na forma de trofozoito) foi feito por Van Leeuwenhoek, no
ano de 1681, a partir das suas préprias fezes, na forma hoje conhecida como trofozoito e que
cle denominou de animaculo (Meyer, 1990). Posteriormente, em 1859, o Vilem Lambl
descreveu o organismo mais detalhadamente e relatou a sua presenga no intestino de
humanos. Designou-o de Cercomonas intestinalis quando observado em humanos ¢
Dimorphus muris quando observado em roedores. Blanchard, em 1888, deu o nome de
Lamblia ao género, em homenagem a Lambl (Adam, 2001). Nio existem provas que
Leeuwenhoek e Lambl tenham descrito o organismo na sua forma cistica. S6 em 1879, Grassi
observouw, pela primeira vez, os quistos deste protozoério, mas supds serem coccidios. Apenas
mais tarde, entre 1881 e 1888, os associou a forma flagelada do organismo (Mayer, 1990). Em

1902, a nomenclatura foi modificada por Stiles para Giardia duodenalis.
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Dezoito anos mais tarde, em 1920, Kofoid e Christiansen sugeriram os nomes de Giardia
lamblia e Giardia enterica. Por fim, em 1952, Felice publicou uma descri¢do morfoldgica
pormenorizada de Giardia e propds a existéncia de trés espécies que se diferenciam com base
na morfologia: Giardia duodenalis, Giardia muris ¢ Giardia agilis (Adam, 2001), A
denominagdio G. lamblia tornou-se aceite nos anos setenta mas, ja na década de oitenta e
noventa, os termos G. duodenalis ¢ G. Intestinalis ressurgiram. Assim, alguns pesquisadores
preferem G. lamblia (Adam, 2001), ovtrne G. infestinalis (Kulda & Nohynkova, 1978;
Andrews et al., 1989) e outros ainda G. czzzzudeﬁalis (Meyer, 1990; Thompson et al., 1993;

Thompson et al.,2000). Contudo, de acordo com as regras de nomenclatura cientifica o nome

de Giardia duodenalis é o correcto.

3, Taxonomia e classificaco de Giardia

Qutros cientistas encontraram organismos semelhantes em animais aquando da descrigio de
Giardia em humanos por Lambl (1959). Davaine (1875) verificou a presenga do parasita em
coelhos, Grassi (1979) em ratos ¢ Kunstler (1882) em girinos (Meyer, 1990). Segundo Meyer
(1990), um comité da Sociedade de Protozoologistas reconheceu a necessidade de rever a
classificagfio dos organismos do filo Protozoa e publicou uma nova classifica¢do (Honiberg et
al., 1964). Posteriormente, com novas informagdes fornecidas sobre protozodrios,
principalmente, pela microscopia electrénica, a sociedade de Protozoologistas, liderado por
Levine, elaborou uma revisio da classificacdo de Honigberg et al.,1964 e propds um nova
classificacio para estes organismos, que mais tarde foi adoptada pela comunidade cientifica

como a ultima classificagfo oficial dos protozoarios.

Recentemente, Adl ef al. (2005), tendo em conta as informagdes obtidas desde 1980 através
da microscopia electrénica e dos estudos filogenéticos moleculares, apresentaram uma nova
proposta de classificagfio dos eucariotas, em particular dos protistas. Simpson & Roger 2002,
2004 adoptaram a distribuigdo dos eucariotas em 6 agrupamentos semelhantes aos reinos das
classificagdes fradicionais. Porém, convém salientar que Adl et al., (2005) aplicaram um
sistema hierdrquico, mas nfo usaram as denominacbes formais das grandes categorias
taxondmicas como classe, subclasse, superordem ou ordem e, em relagio aos protozoérios,

actualizaram a classificacio de Levine et al., (1980) embora esta tiltima ainda esteja em vigor.
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4. Espécies de Giardia actualmente aceites

S#o actualmente reconhecidas cinco espécies de Giardia (G. duodenalis, G. agilis, G. muris,
G. ardeae e G. psittaci) embora mais de cinquenta ja tenham ja sido descritas (Thompson,
2004). A espécie G. duodenalis parasita o homem e varios mamiferos selvagens e domésticos.
O trofozoito tem forma piriforme e mede 12 a 15pm por 5 a 9um. A espécie G. qgilis parasita
anfibios, O trofozoito mede 20 a 30 um por 4 a § pm e os corpos medianos tem forma de
bastdo. A espécie G. muris parasita roedores. O trofozoito mede 9 a 12pm por 5 a 7um ¢ os
corpos medianos tem forma redonda. A espécie G. ardeae parasita as aves, O trofozoito mede
10pum por 6,5um e tem corpos medianos arredondados. A espécie G.psiftaci parasita aves. O
trofozoito mede l4pm por 6 pm, tem formato piriforme ¢ uma flage ventro-lateral
imcompleta (Thompson, 2004). Monis et al.,(2003) identificaram outra nova espécie G.
microti que parasita os ratos, cujo quisto apresenta no seu interior dois trofozoitos

diferenciados ao contrario do quisto das outras espécies que apenas contem um.

5. Morfologia

Giardia apresenta duas formas evolutivas: quisto e trofozoito. O quisto ¢ a forma que resiste
ao ambiente externo e & transmissivel aos hospedeiros. O trofozoito ¢ a forma vegetativa que
se instala no intestino delgado do hospedeiro e causa a doenga giardiase. E a forma mével do
parasita, tem formato piriforme e simetria bilateral (Figura 1 e 2), medindo aproximadamente

12 a I5um por 5 a 9pm e apresenta a superficie dorsal convexa (Thompson, 2004).
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Figura 1 — Fotografia de um trofozoito (Amp-1000x)

O citoesqueleto ¢ formado por microtibulos ¢ possui dois axomas, 4 pares de flagelos
{anterior, posterior, caudal ¢ ventral) ¢ um disco suctorial na face ventral, sendo este
responsdvel pela fixacdo do parasita ao epitélio intestinal (Ortega & Adam, 1997, Adam,
2001), impedindo assim a sua eliminag¢do pelo peristaltismo intestinal. Os oito flagelos tém
origem 1nos corpos basais situados proximos aos nicleos e surgem das regides anterior,

posterior, ventral e caudal dos trofozoitos.

Quanto & sua estrutura cada um é formado por nove pares de microtibulos circundando dois
microtiibulos. Estas estruturas parecem ser importantes para a mobilidade e nfio para a adesfio
ao intestino do hospedeiro (Adam, 2001). Os corpos medianos, que sdo estruturas exclusivas
da Giardia, localizados no meio do corpo e dorsalmente aos flagelos caudais s@o constituidos
por um feixe de microtiibulos. A sua fungido ¢ desconhecida e a sua morfologia varia de
espécie para espécie {Adam, 2001). O trofozoito tem dois nicleos situados na regifio anterior
¢ simetricos relativamente ao plano longitudinal. Sdo transcripcionalmente activos, com
cariossoma central, sem nucléolos (kabnick & Peattie, 1990). Posteriormente aos micleos ¢

transversalmente ao plano longitudinal do trofozoito, encontram-se duas estruturas
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microtubulares intimamente associadas, com o nome de corpisculos medianos ou parabasais,
de fungfo desconhecida (Isaac-Renton, 1991a) mas a sua configuragiio ajuda na diferenciagiio
entre os varios grupos morfoldgicos de Giardia (Meng ef al., 1996). No citoplasma siio
encontrados vactiolos lisossomais, bem como grinulos ribossomais e de glicogénio (Adam,
2001). Giardia ndo possui mitocondrias nem peroxissomas, mas possui um sistema secretor
vesicular primitivo que ¢ considerado um protdtipo do aparclho secretor de Golgi dos
organismos superiores (Marti er al., 2003a,b). Uma estrutura constituida por membranas
empilhadas sugestivo do complexo de Golgi foi j& demonstrada (Adam, 2001; Gillin et al.,
1996; Soltys ef «l.,1996), sendo visivel em trofozoitos encistados, mas ndo em trofozoitos

vegetativos.

Figura 2 — Trofozoito em divisio {Amp-1000x)

Uma oufra estrutura apenas presente nos organismos do género Giardia é o disco ventral
também conhecido por adesivo. Serve para a fixa¢io do parasita na mucosa do intestino do
hospedeiro, tendo uma forma cdncava ¢ ocupa maior parte da regifio anterior da superficie
ventral do parasita. Neste disco estdo presentes proteinas contricteis como a actinina, -
actinina, miosina e tropomiosina sendo estas responsaveis pela contracgdo e adesfio ao

intestino (Adam; 2001).
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Em relagio a sua ultra-estrutura, o disco adesivo apresenta um conjunto de microtibulos
subjacentes 4 membrana ventral. Cada microtiibulo tem tiés estruturas anexas: dois filamentos
laterais curtos que fazem a ligagiio com a membrana ventral e uma projecgdo em forma de
faixa (ribbon) que se alonga até a regido dorsal do citoplasma do disco adesivo (Holberton,
1973). Nos ribbons dorsais sdo encontradas protefnas com o nome de giardinas (a,B,y). Ja se
identificaram cerca de 23 formas destas proteinas e algumas delas ja foram submetidas a
clonagem ¢ sequenciagfio genética (Adam, 2001). O conhecimento dos genes que codificam
estas proteinas permitiu o desenvolvimento de técnicas fundamentais em biologia molecular
(PCR) para a deteccfio especifica do protozodrio Giardia presente em dgua e em fezes de

animais e humanos (Mahbubani et a/., 1991).

Para a identificagdo dos agrupamentos de Giardia sp., os genes utilizados sdo [} — giardina,
proteina considerada Vinica na Giardia sp. e ssu-rRNA (subunidade ribossomal RNA
(Winkworth et al, 2008; Guy ef al., 2004). Sdo encontradas outras proteinas denominadas de
tubulinas nos flagelos e nos microtiibulos do disco ventral (excepto nos ribbons). Suspeita-se
que determinadas drogas usadas para o tratamento de giardiase, como por exemplo
benzimidazois, reajam com estas proteinas (tubulinas e giardinas) impedindo a aderéncia do

parasita 4 mucosa e causando o rompimento do disco ventral (Adam, 2001).

Os quistos maduros (Figura 3) tém um aspecto oval ou esférico. Em relagéo ao trofozoito, tem
uma estrutura duplicada ou seja, s@o tetranucleados, com quatro grupos de axonemas, Medem
cercade 11 a 14um por 4 a 10um (Ortega & Adam, 1997). Estas estruturas sdo revestidas por
uma parede com 0,3 a 0,5um de espessura constituida por uma camada interna, composta por
uma dupla membrana e wma camada filamentosa externa, a qual ¢ revestida por uma teia de
filamentos (Erlandsen et al., 1989). Foram identificadas quatro proteinas na parede externa do
quisto com respectivamente 29, 75, 88, 102 kDa, As afirmagdes anteriores de que a parede do
quisto era composta por quitina foram refutadas (Meyer, 1990; Thompson et al., 1993; Adam,
2001) O componente glicidico da por¢o externa ¢ maioritariamente a galactosamina na

forma de N-acetilgalactosamina (GalNac) (Jarrol et al., 1989).
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Figura 3 - Fotografia de um quisto (Amp-1000x)
6. Ciclo de Vida

Giardia € um protozodrio microaerédfilo, possui metabolismo fermentativo e apesar disso, 0s
trofozoitos de Giardia consomem oxigénio, necessitando de mecanismos de detoxificacdo. E
desprovido de glutationa, expressa altas concentragoes de proteinas ricas em cisteina como
defesa antioxidante (Anjos, 2005). Em relagdo a actividade metabdlica no meio ambiente,
avaliada pela medicdo da actividade respiratéria, o quisto apresenta uma redugfio do
metabolismo de 10% a 20% relativamente a do trofozoito, levando a uma maior viabilidade

num ambiente que lhe € hostil (Paget ef al., 1989).

A infecgio do hospedeiro pode ocorrer por ingestio de quistos de Giardia presentes na dgua,
nos alimentos ou por contacto interpessoal. Este parasita apresenta um ciclo de vida
monoxeno em que a fase de trofozoito, presente no intestino do hospedeiro, alterna com a fase
de quisto, estrutura de resisténcia libertada juntamente com as fezes para o exterior, sendo
esta a forma responsavel pela propagagdo da parasitose (Jones, 1991; Flanegan, 1992). Tenta-

se desenvolver o ciclo de vida in vitro de Giardia com diferentes metodologias ¢ obtém-se
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resultados distintos ao nivel das duas etapas fundamentais o desencistamento, com obtengio
de trofozoitos (Bingham & Meyer, 1979; Rice & Schaefer, 1981; Cedillo-Rivera ef al., 1991,
Isaac-Renton et al., 1992), e o encistammento, com obtengdo de quistos vidveis (Boucher

&Gillin, 1990; Kane ef al., 1991; Lujan ef al., 1998).

6.1 Processo de desenquistamento

De cada quisto saem dois trofozoitos ainda unidos pelo citoplasma (Olson et al., 2002). Para
que ocorra o desencistamento, os quistos ingeridos passam pelo estdémago do hospedeiro onde
enfram e contacto com o suco gastrico, extremamente acido, de seguida passam pelo
duodeno onde o quimo gastrico € neutralizado rapidamente pelo influxo de bicarbonato
(Guyton & Hall, 1997). Sao depois expostos a varias enzimas proteoliticas e aos sais biliares
(Guyton & Hall, 1997), que facilitam o desencistamento sendo, contudo, exigida a

intervengdo de uma cisteinoprotease interna para a realizagéo de processo (Ward et al, 1997).

Estudos in vifro, com quistos fecais humanos, demonstrain que o desencistamento depende de
um conjunto de condigdes que mimetisam o que ocorre ir vivo. Essas condigBes sio a
exposicio dos quistos a um pH acido, que mimetisa a passagem pelo estdbmago (fase de
inducdo) e a sua transferéncia para um meio neutro, onde os trofozoitos podem emergir sem
perigo de destruigdo, reproduzindo a sua entrada no duodeno (Bingham & Mayer, 1979;
Cedillo-Rivera ef al., 1991; Tsaac-Renton et al., 1992). De acordo com Thompson (1993) os
trofozoitos vio-se fixar & mucosa intestinal ou por meio de uma for¢a de sucgdo originada
abaixo do disco ventral do trofozoito, ou pela ligacdo entre proteinas do protozodrio e
receptores das células epitéliais do hospedeiro, ou entio pela contracgdo de elementos
proteicos do disco ventral e do flagelo ventrolateral. Cada trofozoito fixa-se entfio na mucosa
intestinal, na regido compreendida entre o duodeno e o jejuno e divide-se por divisdo binaria.
(Adam, 2001). Este processo (Figura 2) ¢ repetido por cada novo parasita € em pouco tempo
sdo produzidos varios. Alguns destes trofozoitos viio depois sofrer o processo de encistamento

na por¢do final do intestino delgado.

19



Caracterizagio molecular de isolados de Giardia e sua aplicagio em estudos epidemioldgicos

6.2 Processo de enquistamento

A medida que os trofozoitos se vdo dividindo e colonizando a superficie do intestino alguns
encistam no jejuno (Adam, 1991). Durante este processo o trofozoito torna-se globoso, o
disco ventral desaparece ¢ o parasita enrola-se entre si mesmo, passando os falgelos a
intracitoplasmaticos (Adam, 2001). A localizagdo preferencial dos trofozoitos de G. lamblia
na por¢do média do jejuno (Gillin ef al., 1987; Campbell & Faubert, 1994) sugere que o
parasita necessita de uma grande quantidade de nutrientes e um valor de pH estidvel. Como na
maioria das células eucariotas, a biogénese da membrana do parasita, requer colesterol
(Goldstein & Brown,1990; Jarrol et al.,1981). Como este parasita ndo consegue sintetiza-lo,
torna-se necessario obté-lo no meio rico em nutrientes (porgéo superior do intestino delgado)

que € bastante rico em colesterol proveniente da dieta ou da bilis (Thompson ef a/., 1993).

Estudos indicam que a privagdo em colesterol, é necessaria e suficiente para estimular o
encistamento In vitro de Giardia, representando os sais biliares um papel secundario no
processo ao inibir, quando em elevadas concentrages no meio, a absorgio do colesterol e, por
conseguinte, induzindo o encistamento (Lujan ef al., 1996). Em rela¢io ao mecanismo, Lujan
et al,, (1996) atribuem o encistamento a alteragdes na fluidez da membrana provocadas pela
auséncia ou presenga de colesterol. Depois de desencadeado o processo, os constituintes da
parede do quisto sfo rapidamente sintetizados e agrupados em vesiculas de secregdo
especificas que os transportam para a membrana plasmatica para serem libertadas para o

exterior da célula. O encistamento finda com a formag&o de wma parede quistica (Lujan ef al.,
1995).

Os quistos que foram recentemente formados tém dois nicleos que depois de sofrerem a
divisdo nuclear passam a ter quatro. Posteriormente, o disco adesivo, corpos basais, corpos
medianos ¢ os flagelos sfo duplicados dando origem a dois trofozoitos que permanecem
ligados pelo citoplasma no interior do quisto. Os quistos depois de formados nido tém
capacidade de fixacdo e percorrem o célon até serem climinados juntamente com as fezes.
Nas infecgdes bem sucedidas, a emissdo de quistos inicia-se | a 2 semanas apds a ingestio
inicial (Rey,1991). No ambiente, estes quistos resistem até dois meses em agua a 8°C e por
apenas quatro horas em 4gua a 37°C. No entanto, o quisto & pouco resistente se as condi¢des
de temperatura forem muito elevadas e em locais com baixa humidade (Zajac, 1992). E uma

incognita se todos os quistos libertados nas fezes séo infectantes. Existem evidéncias de que
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os quistos de Giardia possam levar até sete dias para se tornarem maduros ¢ infectantes. Em
fezes diarreicas, somente o trofozoito € encontrado e podem originar infeccio caso
sobrevivam a ac¢do da secregdo gastrica. Quando os quistos sdo ingeridos por outros
hospedeiros, o ciclo de vida fecha-se ¢ novamente haverd a libertagfio do trofozoito (Rey,
1973; Schmidt & Roberts, 1981; Thompson, et «f., 1990; Meyer, 1990; Moares,ef af, 2000,
Adam, 2001),

7. Epidemiologia

Giardia lamblia ¢ um dos mais frequentes parasitas intestinais existentes na maioria dos
mamiferos. Tem uma vasta distribuigdo mundial com uma estimativa de ocorréncia de 2,8 x
10® casos anuais, segundo Lane & Lloyd (2002), ocorrendo em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Thompson ef al, 1990). A prevaléncia de Giardia depende da localidade e
do tipo de hospedeiro. Geralmente é mais alta em humanos ¢ animais jovens, bem como
animais que vivam em abrigos piablicos (Woo & Paterson, 1986; Arashima ef al., 1992;
Collyer et al., 1992 citado por Monis & Thompson, 2003; Buret et al., 2002). Em individuos
adultos, a infecco por Giardia pode ser assintomatica. Estes grupos, constituidos por
elementos assintomaticos, sdo muito importantes para a epidemiologia desta doenca. J4 em
criangas, os sintomas e os sinais clinicos podem estar presentes e a identificagio do parasita é
mais facil. Sob o ponto de vista epidemiolégico, a resisténcia dos quistos no meio ambiente e
a quantidade de quistos eliminados pelos doentes sfo dois aspectos muito importantes

(Thompson, 2004).

Com um ciclo de vida bastante simples € com uma forma cistica resistente ao meio ambiente,
este parasita facilmente se transmite seja de forma directa (de um individuo infectado para
outro) seja de forma indirecta (através da contaminag@io de alimentos ou do ambiente)
(Thompson, 2004). Estudos realizados em voluntdrios humanos mostram que a forma de
resisténcia deste parasita (quisto) € altamente infectante, pois basta apenas a ingestido de 10
quistos para que ocorra infecgdo. Tanto a nivel de saide publica como para as empresas de
captacio e fornecimento de dgua dos paises desenvolvidos ou em vias de desenvolvimento,
Giardia € um protozoario importante causador de doengas de veiculag@o hidrica mais
frequentemente diagnosticadas (Thurman et al., 1998; Hoque et al.,2002a; Leclerc et al., 2002
apud Thompson, 2004). Além disso, a irrigagio de vegetais (que habituaimente sfo ingeridos

crus) com agua ndo tratada também ¢ um factor de risco (Thompsson, 2004).
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A giardiase ¢ considerada uma zoonose, onde varias espécies animais podem contribuir para a
contaminagfio ambiental. O tratamento adequado da dgua de beber por filtragiio ou cloragdo
pode ser wma solugdo para o controle da giardiase. (Olson et al,, 2002). Existem quatro ciclos
de transmissio responsaveis pelo desenvolvimento do parasita nos mamiferos hospedeiros:
um ciclo tem como hospedeiros principais os cies e gatos, outro os humanos e outro o gado e
animais selvagens. Pode ocorrer a transmissfo entre hospedeiros do mesmo ciclo ou de ciclos
diferentes, directamente ou por via hidrica. Como nfio se conhecem frequéncias de
transmissdo para estes quatro ciclos, seria importante saber como estes ciclos interagem e qual
a frequéncia de transmissfio de gendtipos zoondticos. (Thompson, 2004). As experiencias
realizadas sobre a infecco cruzada tem sido alvo de vérias criticas, pois existem dividas se
os animais estavam realmente isentos de Giardia antes da infecgdo ¢ pela utilizagio de doses
elevadas de quistos que eram aplicadas nos animais, o que provavelmente nio representa uma

infeccdo natural.

Existem ainda estudos que demonstram que os animais contaminados podem nfo libertar uma
quantidade de quistos suficiente, nas fezes, para que ocorra detecgdo por microscopia.
Resultados controversos de experiéncias de transmissio cruzada podem rebater a diversidade
genética dos parasitas em estudo, diferengas na viabilidade dos quistos, variagdo nas
condi¢des imunoldgicas dos hospedeiros ou uso de técnicas pouco sensiveis de detecglio
(Thompson ef al., 1990; Monis & Thompson, 2003). Em Portugal poucos foram os estudos
epidemioldgicos realizados, variando a frequéncia da giardiase entre 9% e 28% em criangas e

jovens até aos 16 anos.

8. Patofisiologia

Giardia & um parasita nfio invasivo, com tropismo pelo intestino delgado e cuja patofisiologia
da infecgdo no tracto gastrintestinal ndo estd ainda completamente esclarecida (Ortega &
Adam, 1997). Quando o parasita em forma de trofozoito alcanga o intestino, este liberta uma
toxina (protease), fixa-se vilosidades, levando a sua atrofia ¢ hiperplasia das criptas. Vai
também ocorrer uma diminuigio da actividade enzimética nas vilosidades intestinais, levando
a uma redugfio da digestio e diminuigdo da absorgiio de varios nutrientes, como vitaminas,
proteinas, lipidos e agticares, conduzindo a uma desidratagéo, perda de peso ¢ morte. (Barr et
al, 1993).
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O blogqueio fisico pelo grande ntimero de trofozoitos a revestir a mucosa intestinal, o
sobrecrescimento bacteriano ¢ fungico no intestino delgado, a desconjugacio dos acidos
biliares, o aumento do furnover celular na mucosa das vilosidades e a lesdo epitelial sdo
algumas explicagdes para que ocotra pouca absor¢iio intestinal (Beaumont &James, 1986;
Shepherd, 1997). A ma absor¢lio dos lipidos, das vitaminas A e B, dos folatos ¢ de
disssacarideos foi demonstrada, mas ndo em todos os doentes parasitados e com diarreia
(Beaumont & James, 1986; Hill, 1993). A motilidade intestinal alterada e a hipersecregdo
hidrica, podem ter também um papel patofisiologico, levando & produgiio e libertagdo de
grandes quantidades de prostaglandinas E, pelos macréfagos, activados pelos trofozoitos de
Giardia (Smith, 1985; Ganguly et «al, 1987). Como este parasita tem uma natureza
intraluminal e nfo invasiva, existe uma incapacidade dos hospedeiros formarem uma resposta
imunolégica forte. Em testes realizados, os niveis de imunoglobulinas que circulam nos

animais infectados nio diferem dos animais nfo infectados {Olson et al., 2002).

As imunoglobulinas responsdveis por uma resposta imune protectora sio as IgA e IgG. As
IgA tem um papel importante pois impedem a adesfio dos trofozoitos & mucosa do intestino
enquanto que as IgG, a actividade macrofagica e a actividade dos monécitos e neutréfilos sio
os principais clementos da resposta imune que se encontram envolvidos no combate a Giardia
(Thompson ef al., 1993). A motilidade intestinal e o leite materno podem também contribuir

para a protec¢fio em caso de infecgfio (Nayak et al., 1987; Ortega & Adam, 1997).

As espécies encontradas em mamiferos mostram aspectos morfoloégicos, propriedades
antigenicas, genéticas e bioquimica similares (Leib & Zajac, 1999), mas tem varios graus de
patogenicidade, logo a resposta imune tem um papel fundamental sobre a forma clinica ou
assintomatica da infecgfo. Os individuos jovens imunossuprimidos sdo os que apresentam
estados de infecgfo mais graves. Apesar da aparente importancia dos mecanismos de defesa
do hospedeiro a diarreia causada por Giardia, pode durar semanas, ndo sendo clara a razio
para os casos cronicos de giardiase o que pode dever-se a variabilidade de antigenios do
parasita (Bienz et al., 2001; Singer et al.,, 2001), ou o facto dos anticorpos se encontrarem
limitados na sua actuagiio devido aos trofozoitos terem localizagfio intraluminal, isto apesar de
se encontrar evidenciada a sua protec¢do em casos de nova infecgdo (Ortega &Adam, 1997,

Langford et al., 2002).
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9. Sintomatologia

A percentagem de adultos infectados, que pode permanecer assintomatica, pode atingir os
60% (Backer, 2000), sendo mais comum nas criangas ¢ adultos reincidentes (Moore ef al.,
1969). A duragio média, em surtos epidémicos, ¢ de seis semanas (Rey, 1991). Na giardiase,
o periodo de incubagio pode levar uma a duas semanas, mas existem casos que demoraram
varios meses. A duracfio da infecgfio e o periodo pré-patente ndo estio relacionados com a
dimensiio do indculo (Jokipii & Jokipii, 1977; Wolf, 1992; Hill, 1993). Em termos de
manifestagdes clinicas em humanos estas podem variar desde perda de peso, ma absorgio até
que ocorra diarreia cronica debilitante. A duragiio média dos sintomas pode variar entre 3 a 10
semanas (Backer, 2000). O paciente também pode apresentar vémitos, dor abdominal,
anorexia, nduseas, presenga de muco nas fezes, letargia, flatuléncia e eructagdes sulfurosas,
mas a manifestaciio mais frequente ¢ a diarreia. A nivel das suas caracteristicas, estas sio as
mesmas de uma diarreia por mé absorcdo. Devido a fixagio dos trofozoitos na mucosa

intestinal as fezes vdo ter um aspecto amolecido, esteatorreico ¢ com um forte odor (Zajac,
1992).

Esta diversidade de sintomas vai depender de factores como imunidade e nutrigio do
hospedeiro bem como a viruléncia e patogenicidade do parasita (Olson ef al, 2002). Os
sintomas menos usuais sio os broncospasmos, os eritemas multiformes, a urticlria e as
manifestacdes alérgicas (DuPont & Capsuto, 1996). Nos casos cronicos, podem surgir
associados uma perda acentuada do peso e alteragdes no crescimento, principalmente em
criangas, devido a uma deficiente absor¢iio de aglcares, gorduras e vitaminas lipossoliiveis

(Hjelt ef al., 1992;Hill, 1993; Lengerich et al., 1994).

O facto de se observar uma maior incidéncia de giardiase em criangas e animais jovens deve-
se no s6 a imaturidade do sistema imunoldgico bem como & manipulagio de todo o tipo de
material (terra, objectos diversos) que possam estar contaminados com Giardia. Pode também
ocorrer uma imunidade adquirida apds a primeira infecgdo, nfio impedindo a reinfeccao.
Existem casos nos quais a infecgfo estd presente mas ndo se consegue detectar a presenga do
parasita. Nesta situagio é necessério analisar amostras do liquido duodenal. No entanto, este
método & bastante invasivo e caro (De Carlli, 2001). Em humanos, Giardia pode ascender ao
ducto biliar e causar problemas hepéticos. A maioria dos estudos sobre giardiase baseia-se em

SDS-PAGE para a andlise dos padrdes de proteinas encontrados em vérios tipos de Giardia.

24



Caracterizaciio molecular de isolados de Giardia ¢ sua aplicagio em estudos epidemiologicos

O conhecimento desses padrdes de proteinas pode ajudar no conhecimento da viruléncia,

antigenicidade, infectividade e resisténcia as drogas (Guimardes ef al., 1999).
10. Diagndstico Laboratorial

i necessario um correcto diagnostico, para que se realize uma eficaz prescrigdo do tratamento
de giardiase. O diagnostico parasitolégico da giardiase poderd ser efectuado em fezes
diarreicas ou em fezes formadas, sendo que nas formas diarréicas encontram-se mais
trofozoitos e assim aconselha-se o exame directo logo apds a sua emissdo. Nas fezes formadas
é usual visnalizar grandes concentragdes de quistos (Chaia, 1975). Uma metodologia cléassica
é o exame microbiolégico de fezes para a pesquisa de quistos ou trofozoitos, apds a aplicagdo

de uma téenica de concentragio/enriquecimento (Rey, 1991),

Geralmente, os exames parasitologicos de fezes devem compreender a realizagdo de um
exame macroscOpico, que se destina a detectar e identificar os macroparasitas eliminados. Na
auséncia de quistos e trofozoitos apds a realizagdo de um exame, ndo se deve descartar o
diagnostico de giardiase, pois podem ocorrer falsos negativos. Devido aos quistos de Giardia
serem eliminados intermitentemente nas fezes, a andlise apenas de uma amostra pode detectar
apenas 50 % dos casos positivos (Burke, 1975). Este erro ¢ reduzido aumentando o niimero de
amostras submetidas a analise. Deve-se, entfo, ter em consideragfio o periodo de pré-lacténcia
(1 a 2 semanas), e realizar trés exames sequenciais com um intervalo de uma semana cada um
para se confirmar um diagnéstico negativo (Zajac, 1992), Muitos antibidticos, antiacidos,
laxantes e produtos de contraste radiolégico, podem inibir a eliminagéio de quistos, assim a
recotha de fezes deve ser adiada por 5 a 10 dias apds este tipo de intervengdes (Pickering &

EngelKirk, 1988).

Giardia é um organismo muito sensivel e tem uma morfologia que facilmente se altera fora
do organismo do hospedeiro, por isso se as amostras ndo puderem ser examinadas
imediatamente, devem ser armazenadas em recipientes estéreis ¢ refrigerados. Técnicas
invasivas como a cépsula duodenal (Entero-teste’™) para a recolha de muco duodenal, a
aspiracdo e biopsia duodenais, sio menos utilizadas mas por vezes necessarias (Rosenthal &
Liebman, 1980; De Carli, 1994). A pesquisa no conteudo duodenal é encarada como uma
metodologia complementar ao exame copro-parasitologico tradicional, tendo revelado,

através de uma revisio bibliografica, que a maior ou menor eficicia de ambas ¢ relativa,
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variando no caso da analise do contetido duodenal entre 25 e 100%, enquanto o exame copro-
parasitoldgico oscilava entre 43 e os 100% (Goka et al,, 1990). A técnica de sedimentagéo por
formaldeido—éter tem a vantagem de retirar gorduras e fibras presentes nas fezes facilitando o
reconhecimento do parasita, porém como ndo ¢ analisada toda a amostra, devido a ser retirada
apenas uma parte do sedimento para visualizagio por microscopia Optica, ocorre uma

diminui¢&o na possibilidade de encontrar os quistos (Huber ef a/., 2003).

Um dos exames mais utilizados para o diagnostico de Giardia é a flutuagiio fecal. Consiste na
utilizacio de solugdes saturadas de sulfato de zinco ou de aglicar, que ndo causam distorgdo
nos quistos de Giardia em relagfio as solugdes saturadas de sal, permitindo o diagnostico na
maior parte dos casos (Conboy, 1996). Um teste alternativo ¢ o imunoensaio enzimético
(ELISA), este apresenta uma maior sensibilidade em relagéio a microscopia, segundo Mota ef
al, (2004). Vidal & Catapani (2005) realizaram um estudo relacionando as vantagens ¢
desvantagens do método de ELISA guando comparado a microscopia Optica e concluiu que o
teste de ELISA estd indicado quando se quer alta sensibilidade, pois foram encontrados
resultados positivos mesmo em amostras negativas na microscopia. O método
imunoenzimatico qualitativo (Microplaca Alexon ProSect Giardia) para a detecglio do
coproantigenio especifico para Giardia (GSA65) foi recentemente avaliado, mostrando-se
sensivel. A giardiase pode ser diagnosticada através da técnica de Imunoseparagdo Magnética,
acoplada 4 Imunoflorescéncia (IMS-IFA) que ¢ uma técnica que utiliza corpos magnéticos
conjugados para anticorpos monoclonais especificos contra marcadores de supetficie do
protozodrio em questdo. Esta técnica permite a realizagfio de vérias amostras em simultdneo
(Souza et al,, 2003). Segundo Guy ef al., (2004), os métodos de diagndsticos microscopicos,
ELISA ¢ técnicas de imunofluorescéncia, sfio testes qualitativos e nfo distinguem os

diferentes genotipos.

Alguns testes rapidos de diagnostico podem ser encontrados no mercado e ficam prontos em
até 10 minutos, porém muitos falsos negativos podem ocorrer quando a amostra apresenta
uma quantidade de parasitas muito baixa. Técnicas moleculares, como o PCR, sdo uma
alternativa para este problema. A partir do uso e da combinagfo das técnicas de PCR podemos
detectar e descobrir os variados genétipos desse parasita, usando combinagdes de RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism). A mais recente técnica utilizada € a PCR em
tempo real que ¢ uma téenica de alta sensibilidade e especificidade (Guy ef al., 2004; Mundim

et al., 2003).

26



Caracterizagio molecular de isolados de Giardia ¢ sua aplicagiio em estudos epidemiolégicos

11. Tratamento

Existem muitas drogas usadas no tratamento da giardiase que apresentam bons resultados. No
entanto, muitas delas tem efeitos secundarios. Ja existem algumas alternativas para tratar os
portadores sintomaticos ndo s6 para aliviar os sintomas ou impedir o desenvolvimento de uma
doenga crénica, mas também para eliminar a parasitose. Os doentes assintométicos devem ser
também tratados, sempre que identificados, uma vez que podem transmitir a infec¢dio ou
desenvolver doenga sintomatica (Davidson, 1984; Gardner &hill, 2001; Nash ef «l., 2001).
S#do utilizados trés grupos de firmacos na terapéutica farmacoldgica: os nitroimidazois
metronidazol, tinidazol, ornidazol e secnidazol, o derivado nitrofurano furazolidona e o
composto acridinico quinacrina (Hill, 1993; Farthing, 1996). O mais utilizado tem sido o
metromidazol, apesar dos efeitos secundarios que lhe estfio associados € das resisténcias que

comegam a ser conhecidas (Lemée ef al., 2000; Nash et al., 2001).

Spelmann (1985) realizou um estudo para analisar a eficicia do uso de tinidazol e
metronidazol no tratamento de giardiase em humanos. A dose de tinidazol usada foi de 50
mg/kg chegando ao maximo de 2 g por paciente tratado. A dose de metronidazol utilizada fo1
de 60 mg/kg chegando ao maximo de 2,4 g por paciente. Os pacientes tratados com tinidazol
tiveram uma eficicia de 94 % e com metronidazol de 56 %. Segundo Gardner & Hill (2001),
secnidazol pode ser usado no tratamento para giardiase, podendo ser usado da mesma forma
que o tinidazol, em dose Gmica. A dose utilizada em humanos ¢ de 2 g por paciente ou 30
mg/kg em criangas, sendo comprovado uma eficdcia de 85% quando utilizado dessa forma em
adultos e em criangas apresenta o mesmo efeito do uso de 7 a 10 dias de metronidazol. O uso
de secnidazol pode levar ao aparecimento de distirbios gastrointestinais, porém desaparecem
quando suspenso o tratamento, Em caso de gravidez ¢ utilizado o aminoglicosideo
paromomicina, pois possui baixa toxicidade (kreutner et al.,1981). Os farmacos utilizados
como anti-helminticos de largo espectro, como os derivados de benzoimidazodlicos,
albendazol, mebendazol, t&ém sido investigados para a utilizagdo no tratamento de giardiase,

tendo bons resultados (Edlind ef ¢l.,1990; Lemée ef ai., 2000).

Devido ao uso popular de plantas no tratamento das parasitoses intestinais, especialmente a
giardiase, efeitos colaterais de drogas e ao aumento da resisténcia dos parasitos aos farmacos

geralmente utilizados, foi realizada uma investigagdo de produtos naturais que tivessem
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propriedade giardicida e quais as possibilidades de terapias. Foi constatado nesse estudo que
as espécies de derivam das familias Asteraceae, Fabaceae, Rutaceae ¢ Verbenaceae possuem

actividade giardicida (Amaral, ef al., 2006).

Em Portugal, é comercializado o metronidazol, o scnidazol, o tinidazol ¢ o albendazol, todos
sob a forma de comprimidos, o que torna mais dificil a administragdo em criangas (Tupan,
2002). Como alternativa, os comprimidos podem ser triturados e ingeridos, mas o sabor
desagradavel néo torna este meétodo muito vidvel. A comercializacdo de albendazol, em
suspensdo oral, permitiu uma melhor adesdo por parte das criancas. A inexisténcia de
protocolos clinicamente estabelecidos e publicados para o tratamento desta doenga, levou
Garner &Hill (2001) a agruparem toda a informagdo importante sobre este tema, pois comeca
a ser preocupante a necessidade de se encontrarem alternativas a terap€utica habitual, devido
aos casos de resisténeia e as poucas alternativas terapéuticas de dispomos. (Meloni ef al.,

1990; Lemée et al., 2000; Nash ef al., 2001).

12, Profilaxia

Para que ocorra um controle da giardiase ¢ necessario tomar algumas medidas, como tratar de
pessoas e animais infectados, sintomaticos ou ndo, tratamento de esgotos, descontaminagio
do ambiente com a utilizacdo de desinfectantes (amoénia quaternaria), destruir ¢ remover os
quistos infectantes da dgua e dos alimentos, e educago sanitdria da populagdo. De uma
maneira geral, a prevencio da Giardia inclui medidas sanitarias, educativas e de controle da

infecgdo em anmimais domésticos (Olson et al., 2002).

A vacinag@o dos céies também € um factor a se considerar para diminuir o grau de infecgdo em
animais e hé a necessidade de estudos para avaliar o seu potencial em ouiras espécies animais.
O uso de vacina para Giardia spp. induz uma resposta imune especifica nas crias com uma
rapida eliminagdo dos trofozoitos, mesmo que esteja com um alto grau de contaminacéo,
passando a ser uma forma de controlar os animais doentes e impedir a contaminagdo de
animais sadios (Olson ef al., 1996). A vacina reduz o nlunerc quistos e previne os sinais
clinicos de giardiase em cées, foi licenciada no Canadd e consiste de trofozoitos inactivados
quimicamente. Essa vacina s6 deveria ser usada em casos de giardiase cronica em cées, ou

quando o tratamento realizado ndo obtém sucesso (Anderson et al, 2004). O efeito da
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vacina¢io em felinos ¢ desconhecido e nfo se sabe ainda se ela protege efectivamente os

felinos de Giardia sp.

13. Objectivos do estudo

Sendo uma doen¢a com enorme distribuicdo geografica, capaz de afectar, anualmente,
milhdes de pessoas, torna-se necessério compreender, em detalhe, todo o ciclo de vida do
parasita, nomeadamente a relagdio entre reservatorios e a populagdo humana. Este trabalho
teve, como primeiro objectivo, compilar a informacgfo existente sobre Giardia, através de uma
revisdo bibliografica onde se apresenta o estado da arte. Seguidamente, propde-se utilizagéo
de técnicas simples que potenciam a capacidade de extracgdo de informagio molecular de
amostras contaminadas com quistos de Giardia. Por fim, com base nos resultados
experimentais, discute-se, de forma sintética, uma potencial aplicagio de uma aproximagio

experimental andloga em estudos de cariz epidemiolégico.
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T I-vi4a1ERIAL E METODOS

1. Amostra
Os quistos foram obtidos a partir de fezes de criangas contaminadas com Giardia.
2, Purificacfio de quistos de Giardia por gradiente de sacarose

As fezes foram submetidas ao método de Lutz. O sedimento é transferide para um tubo de
Falcon de 15 ml, lavado com dagua ultra pura e centrifugado a 600xg durante Sminutos.
Repete-se este procedimento quatro vezes. Depois de realizar a Gltima lavagem, o sedimento
fecal é submetido a técnica do gradiente de sacarose para que ocotra o isolamento dos quistos
de Giardia (Rocha, 2003). Para que isso ocorra, o sedimento fecal foi suspenso em dgua ultra
pura (13ml), por meio de agitago mecénica, e depositado muito lentamente, com ajuda de
uma pipeta de Pasteur, sobre uma solugfo de sacarose (12,5ml) com uma concentragdo de
1M contida num tubo de Falcon de 50ml e centrifugado a 400xg durante 15 minutos. Em
seguida, com ajuda de uma pipeta Pasteur, recolhe-se o liquido da camada intermédia (onde
se encontram os quistos), entre a dgua € a sacarose, ¢ transfere-se para um tubo de Falcon de
15 ml. Acrescenta-se dgua ultra pura realiza-se a lavagem dos quistos com ajuda de uma
centrifugacio a 600xg durante 10 minutos. Rejeita-se o sobrenadante e o sedimento vai ser
suspenso, com ajuda de agitagdo mecénica, em 3 mi de dgua destilada estrelizada. Repete-se
esta técnica usando agora uma concentragdo de 0,75M de uma solugdo de sacarose (2,5ml).

Os quistos foram congelados para posterior extrac¢ao do DNA.
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3. Extraccéio e purificagio do DNA

Retirou-se 200ul de cada amostra ¢ realizou-se a técnica de extracgio de DNA
(congelamento ¢ descongelamento). Suspende-se o sedimento com ajuda de um agitador
mecédnico de baixa velocidade. Congela-se a suspensiio obtida com azoto liquido (-196°C)
durante 1 minuto ¢ seguidamente coloca-se em banho Maria a 95°C durante 2 minutos. Este
passo & repetido cinco vezes. E necessério utilizar uma técnica bastante agressiva para
conseguir destruir a parede do quisto. Centrifuga-se novamente durante cinco minutos com

uma velocidade de 600xg e retira-s¢ o sobrenadante para utilizar numa técnica de extrac¢o
de DNA.

Realizou-se uma técnica para extrair DNA ¢ isola-lo em tecidos (Change Switch gDNA Micro
TissueKit). Antes de iniciar a técnica liga-se o banho-maria até a temperatura de 55°C e

prepara-se a solugdo de lise (mix com 1ml de solugio de lise mais 10pl de preoteinase K).
3.1. Extraccio do DNA

Coloca-se a amostra (40ul) num eppendorf estéril e em seguida adiciona-se Iml da solugio
miix agitando cuidadosamente para ter a certeza que toda a solugéio de lise estd bem distribuida
pela nossa amostra. Incuba-se durante uma hora no banho (55°C) ¢ de 15 em 15 minutos
retira-se para agitar no vortex. Adiciona-se Spul de RNAse e mistura-se cuidadosamente com

ajuda da pipeta. Incuba-se novamente durante 5 minutos a temperatura ambiente.
3.2. Separacio do DNA

Coloca-se a solugiio que coniem as beeds (esferas magnéticas) no vortex para as suspender.
Adiciona-se 200pl de uma solugdio de purificagfio e mistura-se cuidadosamente com uma
pipeta. Retira-se 40ul da solugdo de esferas magnéticas e mistura-se na nossa amostra.
Incuba-se durante 1 minuto & temperatura ambiente. Coloca-se a amostra no Magma Rack

durante 1 minuto e com uma pipeta remove-se o sobrenadante e descarta-se.
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3.3. Lavagem do DNA

Remove-se o tubo do suporte Magma Rack e adiciona-se 1ml da solugdo de lavagem & nossa
amostra ¢ mistura-se cuidadosamente. Coloca-se novamente o tubo no Magma Rock durante
Iminuto e remove-se o sobrenadante. Repete-se este passo de lavagem mais umas quatro

VEZES.

3.4. Separacio final do DNA

Remover o tubo do Magma Rock e adicionar 150ul de uma solugfio (Carge Switch Buffer)
com um pH de 8,5 ¢ mistura-se cuidadosamente com a nossa amostra. Incuba-se a
temperatura ambiente durante 5 minutos e volta-se a colocar o tubo no suporte Magma Rock

durante 1 minuto. Retira-se o sobrenadante que contem DNA para um tubo estéril.

4. Reacciio em cadeia da polimerase

Neste trabalho foi utilizado um conjunto de primers que foram sintetizados pela Metabion®
International AG. Utilizou-se 6ul de cada amostra de DNA para um volume de reacgéo de
60ul. O primer utilizado é denominado GGL405-433: anterior 5°- CAT AAC GAC GCC
ATC GCG GCT CTC AGG AA -3¢ GGR 592-622: posterior 5- TTT GTG AGC GCT TCT
GTC GTC GCA GCG CTA A - 3°. Este conjunto de primers vai permitir a amplificagio de
uma regido de 218 pares de bases do gene responsavel pela produgdo da proteina giardina
(Mahbubani et al, 1992). As condigdes do PCR foram as seguintes: um passo de
desnaturagio a 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturagio a 94°C por |
minuto, gnnealing a 64°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por 2 minutos finalizando com uma

extensdo final a 72°C por 5 minutos.
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Tabela | — Protocolo dos reagentes utilizados no PCR para a identificacio de Giardia

Reagentes Concentracao Volume de uma Concentracio
Inicial reaccéio

Final

De seguida realizou-se o Master mix de acordo com a seguinte tabela:

Tabela 11 - Constituintes do Master mix

Amostra Amostra Amostra  Amostra  Branco  Acréscimo Total
1 2 3 4

Primer1.

Primer2  1.2ul 1.2u1 12l 12pl 1.2l foul 72ul

0.125pl 0.125ui 0.125ul 0.125ul 0.125ul 0.75ul

- MgClL, - 6ul ol |
Buffer  6ul 6ul 6l ul ol ol 36ul

MO0 33 ATSAL 334751 33475pl - 3347541 33475p1 200.85p
S R R

60;i160p1 oeopt o 60l 60pl - 360pl
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5. Electroforese

Os produtos obtidos no PCR foram analisados, por electroforese, num gel de agarose a 2% em
tampao TAE 1x concentrado e corado com brometo de etidio. A visualizagiio dos fragmentos
foi realizada com auxilio de iluminagdio ultravioleta ¢ o gel foi fotografado para

documentagio.

6. Purificagiio ¢ sequenciagio

Apéds a reacciio de PCR ¢ observagiio das bandas de DNA no gel de agarose, as amostras
finais foram enviadas para um laboratério (STAB VIDA), para posterior purificagdo e

sequenciagio.

7. Ajustamento das sequéncias de DNA

As sequéncias forward e reverse, de cada amostra, foram posteriormente analisadas num
programa informatico (Finch Tv). A sequéncia forward foi convertida e alterada para a
sequéncia complementar (reverse) para comparagio com a sequéncia reverse da mesma
amostra. O cromatograma permite verificar a qualidade de identificagio de cada par de base

permitindo rectificar a sequéncia, caso scja necessario.
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TIT-rEsurTapos

Um dos primeiros passos neste trabalho experimental, foi a tentativa de extracgdo do DNA de
quistos de Giardia, utilizando um kit comercial (Change Switch gDNA Micro TissueKit)
juntamente com uma técnica de choques térmicos (Yong et /., 2000). O resultado obtido foi
positivo (Figura 4) pois foi possivel a visualizagdo de bandas de DNA bem definidas em todas
as amostras. A amostra 1 consiste numa espécie referéncia (ATCC30957). As restantes
amostras foram recolhidas em tré€s criangas contaminadas que provinham de um
estabelecimento de ensino na cidade do Porto. As amostras foram identificadas como amostra

2, amostra3 e amostra4,

Figura 4 - DNA de Giardia em clectroforese em gel de agarose a 1%

Na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), foram utilizados os primers GGL4(05-433:
anterior 5°- CAT AAC GAC GCC ATC GCG GCT CTC AGG AA -3'e GGR 592-622:
posterior 5°- TTT GTG AGC GCT TCT GTC GTC GCA GCG CTA A —3'. Este conjunto de
primers permitiu a amplificagdo de uma regifio de 218 pares de bases do gene responsavel
pela produg@o da proteina giardina de Giardia duodenalis (Mahbubani er al., 1992). Depois da
técnica de PCR realizou-se uma electroforese com um gel de agoarose a 2% obtendo um

resultado positivo (Figura 5) com bandas bem defenidas em cada amostra.
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Figura 5 — DNA de Giardia em electroforese em gel de agarose a 2%

Apoés o envio das sequéncias purificadas e sequenciadas por parte do laboratério, estas foram
analisadas, comparando a sequéncia forward com a reverse de cada amostra. Obteve-se assim

sequéncias finais de 81 pares de base que foram alinhadas num programa informadtico
(ClustalX).

Tabela 111 - Sequéncias finais de cada amostra

Amostras

Amostra l
(ATCC30957)

Amostra 2 (37094) | GGAGAACGCCGAGAGGAAGAAGATGTATGACCAGCTCAA

CGAGAAAGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCCGCC
AT

Amostra 3 (43056) GGAGAACGCAGAAAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAA

CGAGAAGGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCCGCG:
Amostra 4 (4775) GGAGAACGCAGAAAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAA
CGAGAAGGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCCGCG
AT
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Depois de alinhadas verifica-se que as sequéncias ATCC, amostra 3 e amostra 4 sao idénticas.
Na amostra 2 surgiram cinco substitui¢des nos pares de base, como podemos verificar pela

analise da Tabela.

800 ClustalX 2.0.12

Mode; | Multiple Alignment Mode |3 | Font: 110 [}

FEEPEET S8 FPISLEIERLINEE FPLENENIENININISE SREEIINIININEINIUIIRIINIINIRRINS B

) B TN Nseot

Figura 6 — Visualizagdo das cinco substituigdes na amostra 2
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I V-DISC USSAO E CONCLUSAO

O diagnostico de Giardia com uso de métodos tradicionais de microscopia, apos aplicagio de
métodos de concentragdio, continua a ser um indicador fidvel de infec¢do em humanos
(Thompson 2004), por isso utilizamos o método de Lutz para purificagio e concentragio dos

quistos como primeira etapa neste trabalho experimental.

Sendo o quisto uma forma passivel de transmissfio pela dgua ow'e pelos alimentos crus, é
também a forma que resiste facilmente as adversidades ambientais. Neste ponto de vista, tem
mais interesse em saude publica e epidemiologia utilizar o quisto ¢ ndo o trofozoito de

Giardia em estudos moleculares deste parasita.

Para que o estudo fosse possivel, foi necessario eleger um protocolo experimental para obter o
DNA gendmico do quisto do parasita. Assim, foi necessario uma pesquisa bibliografica de
artigos que mencionavam varios métodos de extracgdo de DNA de quistos e elaboramos, com
adaptag¢des, dois protocolos que sfo usados em biologia molecular. Um método consistia na
utilizacio de uma teste comercial nfo destinado para extracgio de DNA em quistos de
Giardia mas sim dirigido a extrac¢do de DNA em tecidos (Change Switch gDNA Micro
TissueKit). O segundo método baseava-se em processos fisicos, de choques térmicos por

congelamento seguido de descongelamento (Yong ef al., 2000).

Iniciamos o estudo com um ciclo de congelamento a -196°C (azoto ligquido) e
descongelamento a 95°C (Yong et al., 2000} e em seguida os quistos foram observados em
microscopio electrénico para a visualizagio de quistos destruidos, mas os resultados néo
foram satisfatérios. Resolvemos entdo aumentar o niimero de ciclos, reduzindo o tempo de
espera em cada etapa e os resultados continuavam a néo ser satisfatorios, pois a totalidade dos

quistos ndo era destruida. Ha que ter em conta que no quisto, o DNA gendmico encontra-se

38



Caracterizacdo molecular de isolados de Giardia e sua aplicagao em estudos epidemiolégicos

bem protegido pela membrana nuclear, pela membrana do trofozoito contido no quisto ¢ ainda

pela membrana cistica. Conclui-se entéo que este processo ndo funcionou inteiramente.

Com o intuito de resolver o problema tentou-se realizar cinco ciclos de
congelamento/descongelamento acompanhado, com a utilizagdo de um teste comercial ndo
especifico para Giardia mas sim para tecidos (Change Switch gDNA Micro TissueKit), que
se baseia no uso de enzima proteinase K, RNAse e extrac¢do com carga magnética. De
seguida visualizou-se a amostra testada em microscopia Optica e verificamos a presenga
significativa de quistos destruidos. Erlandsen ef al. (1990) testaram o efeito de 1 a 3 ciclos de
congelamento (-16°C) e descongelamento (20 °C) em quistos de Giardia muris e Giardia
duodenalis ¢ observaram os resultados com utilizagdo de imunofluorescéncia, microscopia de
campo brilhante e microscopia electrénica de varrimento. Os autores verificaram que a
imunofluorescéncia permitia a detecgdo de quistos congelados, contudo a coloracido era
menos intensa do que nos quistos ndo congelados. Além disto, a técnica foi eficiente até
mesmo na detecgiio dos que apresentavam sinal de deformagiio ou rompimento da parede, E
relevante que usou-se temperaturas bem mais altas que as usadas pelos autores acima

referidos, € mesmo assim, néo se verificou o rompimento dos quistos.

Quanto 4 padronizagdo do PCR, convém salientar que na literatura de biologia molecular de
Giardia e de outros microrganismos, a concentracio de cloreto de magnésio normalmente
aplicada ¢ de 2,5mM e de 3,0mM. Segundo Rochelle ef al., (1997), a concentragio elevada de
cloreto de magnésio pode levar ao aparecimento de produtos inespecificos no PCR. Assim

preferiu-se a utilizagdo da concentragfo mais baixa.

Na escolha dos primers optou-se por uns que tivessem uma boa sensibilidade ¢ especificidade
como os descritos por Mahbubani ef al., (1992): GGL405-433 ¢ GGR592-622 que amplificam
uma regido de 218 pares da bases do gene que codifica a proteina giardina de Giardia
duodenalis. Segundo Mahbubani ef af., (1992) e Rochelle ef al., (1997) o par de iniciadores
GGL405-433/GGRE92-622 ¢ especifico para Giardia duodenalis parasita do homem ¢ de

outros mamiferos nfo roedores.

A microscopia ndo possibilita a distingdo genotipica e em qualquer investigagdo
epidemioldgica ¢ indispensavel o uso de uma técnica de diagndstico sensivel e especifica para

a determinacfio do agente etioldgico causador da infecgdo (Thompson, 2004). O uso da
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imunofluorescéneia direta melhorou a detecgfio ¢ a quantificagio de quistos eliminados, e
possibilitou uma determinagdo mais precisa das taxas de prevaléncia do parasito bem como da
de excregdo de quistos nas fezes quando comparada com a microscopia convencional
(Thompson, 2004). Contudo, a imunofluorescéncia ndo permite a distingfo entre parasitas
idénticos na morfologia e divergentes na genética (gendtipos). Em particular em Giardia, as
técnicas moleculares tem contribuido bastante para melhorar o diagnostico. Principalmente
técnicas que tem como base a reacgdo em cadeia da polimerase (PCR), t€ém mais sensibilidade

e especificidade do que as técnicas tradicionais (Mcglade et al., 2003a; Thompson 2004).

Como vemos, existem ja varios métodos de detecgio de Giardia descritos por varios autores,
que sfo relativamente rapidos, eficazes e econdmicos, mas nenhum deles nos indicam de onde
provém esses parasitas (reservatdrios). Serd que estripes diferentes de Giardia tem
reservatorios diferentes e diferentes alvos? Com os métodos disponiveis, niio podemos obter
uma resposta a esta pergunta. Foi neste ambito que se realizou este trabalho experimental,
desenvolvendo um método simples, relativamente econdmico, capaz de nos indicar, através
da informacgio genética de cada parasita, de onde provém cada uma das estrirpes e quais os

seus possiveis alvos e assim, methor compreender a epidemiologia da doenga.

Para além de saber se os individuos estdo contaminados ou nfo, sob o ponto de vista de saude
publica e epidemiologia ¢ igualmente relevante compreender qual a fonte de contaminagéo,
ou seja os principais reservatorios que potenciam a disseminacdo de Gigrdia. Conhecidos
esses reservatdrios torna-se mais facil eliminar este parasita. Existem indimeros reservatdrios
para este parasita. Como reservatorios temos os proprios humanos que podem-se contaminar
directa ou indirectamente, ¢ podem ser sintomaticos ou assintomaticos, como ja foi
mencionado neste trabalho. Os bovinos também sfo possiveis revervatorios que apresentam
altas taxas de infecgfio, principalmente os animais jovens. O parasita ¢ frequente em todo o
tipo de gado incluindo o gado leiteiro e ha relatos de taxas de prevaléncia de 100%
(Thompson, 2004). Os animais domésticos sdo outros possiveis reservatérios. Em alguns
paises ha relato de uma alta prevaléncia de Giardia em cies e gatos, como na Australia e
EUA (Bugg ef al., 1999; Mcglade et al., 2003a; Thompson & Robertson, 2003 citados por
Thompson, 2004). Outras fontes de contaminagdo sdo os mamiferos selvagens terrestres. A
maioria dos dados adquiridos sobre Giardia, em mamiferos selvagens, advém de estudos
feitos para avaliar o potencial destes animais como reservatorios de doenga para humanos ¢

para o gado. Os primeiros animais a serem estudados foram os que se estabeleciam dentro dos
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reservatorios de dgua, como o castor. A presenga de quistos do parasita nas fezes ou intestino
de animais encontrados dentro dos limites de um curso de 4dgua usado para consumo pelos
humanos era suficiente para implicar estes animais como fonte de contaminagfo (Appelbee et
al., 2005). Por fim, outro reservatorio importante de salientar neste trabalho sfo os moluscos
marinhos, que para além de serem um importante indicador de contaminacgio ambiental, pois
estdo constantemente a filtrar dgua, sdo um dos principais disseminadores de quistos de
Giardia (Fayer ef al., 2004; Graczyk & Schwab, 2000 ciatdos por Appelbee ef al., 2005). Mas
para que ocorra a contaminacdo dos moluscos é necessario falarmos de um dos principais
veiculos de transmissdo deste parasita, a dgua. Tanfo a agua doce como a salgada estdo
continuadamente a ser contaminadas por varios motivos, desde a ndo eficacia das estagdes de
tratamento de dguas ou pela contaminagdo de lengdis freaticos. Experiéncias em laboratorio
indicam que quistos de Giardia podem permanecer infectantes em dgua do mar por varias

semanas podendo assim ser considerados uma fonte de infecgdo (Naik et af., 1982).

Tendo em conta os resultados que obtivemos, a amostra 2 ¢ diferente das restantes, pudemos
verificar, ainda que com uma amostragem reduzida, que existem estirpes diferentes em
circulagdo. Ainda que as cinco substitui¢des observadas, na sequéncia analisada, possam
resultar de mutagdes pontuais, ¢ provavel que existam vdrias estirpes distintas de Giardia
capazes de infectar o homem. Utilizando uma metodologia similar a usada neste trabatho,
onde se procedesse a andlise quer de humanos infectados, quer de quistos recolhidos em
varios reservatorios distintos, poder-se-ia delimitar, com grande precisiio, quais as principais
fontes de contaminagio, O uso desta metodologia poderia potenciar a descoberta de uma
maior frequéncia de determinados haplotipos associados a alguns reservatérios.
Consequentemente, seria possivel estabelecer medidas de minimizagio de contagio.

F importante referir que, contrariamente ao método utilizado neste trabalho, a andlise
molecular deverd incluir preferencialmente mais do que um gene (ou zona ndo codificante,
pela maior capacidade de actimulo de mutagdes), bem como fragmentos de maiores

dimensdes, maximizando a capacidade de detecgdo de diferengas e aumentado a robustez dos

resultados.
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