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1 - Introducdo



O potencial risco de saude para o homem com relagcdo a parasitos oriundos
de cées constitui questao importante em todo o mundo (SCHANTZ, 1994). Isto é
aplicado a doengas bem documentadas, como a sindrome de larva migrans visceral,
e para infeccoes emergentes e reemergentes, como criptosporidiose e giardiase,
respectivamente (SCHANTZ, 1991).

Protozoarios sédo considerados importante problema de saude puablica, devido
a sua larga distribuicdo, ocorréncia e alta resisténcia a medidas preventivas. Entre
estes, Giardia duodenalis € um dos principais parasitos em humanos, sendo o mais
freqliente protozoario agente de doenca intestinal em vérios paises e referido como
a principal causa ndo-viral de diarréia, comumente identificado em epidemias
(THOMPSON et al., 2000; LANE & LLOYD, 2002). Encontrado no trato intestinal de
humanos e de varios animais no mundo inteiro como mamiferos, répteis, anfibios e
aves, pode causar doenca denominada giardiase, reconhecida desde 1979 como
zoonose pela Organizagdo Mundial de Salde (WHO, 1979), apesar de muitos
cientistas discordarem dessa posi¢ao.

Descoberto por Anton Van Leeuwenhoeck em 1681, o protozoario flagelado
binucleado Giardia spp. pertence ao filo Sarcomastigophora, classe
Zoomastigophorea, ordem Diplomonadida, familia Hexamitidae. Até a metade do
século XX, mais de 50 espécies foram descritas, tornando a taxonomia de Giardia
spp. complicada e confusa. Durante muito tempo classificou-se de acordo com a
espécie do hospedeiro onde era encontrado (LANE & LOYD, 2002), sendo Giardia
bovis em bovinos, Giardia canis em caes, Giardia lamblia no homem, Giardia cati em
gatos (KENNEDY,1989). A partir de 1952, baseado na morfologia e na estrutura do
protozoario, FILICE identificou trés tipos distintos, definindo trés esp‘écies
denominadas como Giardia agilis, parasito de anfibios, Giardia muris de roedores,
possivelmente aves e mamiferos e Giardia duodenalis (sinonimia G. Jamblia,
G.intestinalis), encontrado em mamiferos, poséivelmenfe aves e répteis. Duas
espécies adicionais foram posteriormente encontradas em aves, Giardia psittaci
(ERLANDSEN & BEMRICK, 1987) e Giardia ardeae (ERLANDSEN et al. 1990),
descritas de acordo com caracteristicas estruturais identificadas em trofozoitos e
observagdes através de microscopia eletronica. Uma sexta espécie, Giardia microti
(animais silvestres), foi proposta baseada na morfologia do cisto (FEELY, 1988) e
em analise da sequiéncia de sub-unidades de rRNA (van KEULEN et al, 1998).



Apesar das semelhangas, a similaridade morfologica mascara diferengas
genéticas e fenotipicas, suficientes para Giardia duodenalis ser considerado um
complexo de espécies. Através de andlise filogenética, foram definidas sete
principais sublinhagens (de A a G) representando gendtipos amplamente
distribuidos (THOMPSON et al., 2000; MONIS et al., 2003). Estudos usando critérios
fenotipicos e genéticos, demonstram que isolados recuperados de humanos e de
muitas outras espécies de mamiferos pertencem a uma de duas dessas
sublinhagens, denominadas Assemblages A e B, ou Polish e Belgian,
respectivamente (THOMPSON et al., 2000).

Possui distribuicdo mundial, sendo os menores de cinco anos e adultos entre
25 a 39 anos os grupos etérios humanos mais acometidos. Giardia duodenalis
constitui doenca séria nos paises em desenvolvimento e principal causa de infeccéo
intestinal nos paises desenvolvidos, provocando em torno de 2.8 x 10® casos anuais
em humanos (LANE & LLOYD, 2002). Cerca de 200 milhGes de pessoas na Asia,
Africa e América Latina tem sintomas de giardiase com 500.000 novos casos a cada
ano (WHO, 1996).

E um dos parasitos mais comuns em cées domeésticos. Estes sdo comumente
infectados, sejam cdes de estimacéo, vadios ou de canis (SCHANTZ, 1999; BUGG
et al., 1999; PAPINI et al., 2005). Embora o achado de Giardia duodenalis em caes
seja freqiiente, a doenga clinica aparente & rara (BARR & BOWMAN, 1994,
THOMPSON, 2004). Giardiase pode ser grave em ca8es jovens afetando
negativamente 0 crescimento (DIAZ-SAEZ et al, 1996). Estudos revelam
consideravel variacéo na prevaléncia, com as maiores taxas de infec¢éo observadas
em filhotes (HAHN, 1988, DIAZ-SAEZ et al., 1996).

A importancia da infecgdo com Giardia duodenalis € mostrada pela sua
prevaléncia, gravidade da doenga (quando ocorre), potencial zoonético e dificuldade
de diagndstico, assim como pouca eficacia e efeitos colaterais das drogas utilizadas
no tratamento (BARR & BOWMAN, 1994). A possibilidade de transmissdo dos
parasitos entre cdes de estimacéo e seus proprietarios, depende do gendtipo de
Giardia duodenalis. A infecgdo pefo protozoario em cées € significativa em salde
publica e seu potencial zoonético deve ser levado em consideragdo (THOMPSON,
2000, 2004).

A maior questéo envolvendo giardiase € quanto ao seu carater zoonético. Em

relagdo a satde publica, o maior risco envolve gendtipos presentes em Assemblage



A e em menor extensdo genodtipos de Assemblage B. O genotipo grupo I de
Assemblage A é comprovadamente infeccioso para homens e animais (MONIS &
THOMPSON, 2003). Nao esta claro se gendtipos de Assemblage B, ou Belgian,
representam zoonose (MACOTELAA, 2002).

Gendtipos de Giardia duodenalis encontrados em humanos, também foram
detectados no meio ambiente e em varias espécies de animais domeésticos e
silvestres, confirmando a difusao de Giardia na natureza e mostrando que existe a
possibilidade de zoonose (VAN KEULEN et al., 2002; THOMPSON, 2004). Se os
animais funcionam como reservatorios para o homem ou vice-versa, € uma questao
indefinida a ser resolvida nos estudos sobre o parasito. O tipo de Giardia duodenalis
gue afeta o homem pode ser transmitido experimentalmente a diversas espécies
animais, porém a transmissdo dos animais ao homem ¢é assunto controvertido,
sendo o papel especifico do cdo na giardiase humana ainda nao estabelecido
(MONIS & THOMPSON, 2003).



2 - Revisdo bibliogrdfica




2.1) Aspectos Morfolégicos

Giardia duodenalis apresenta-se morfologicamente sob as formas de cisto
(forma infectante) e trofozoito (forma vegetativa).

O cisto mede de 8,0 a 12,0um de comprimento por 7,0 a 10,0um de largura,
circundado por uma parede de 0,3um de espessura. Nele observam-se dois a quatro
nucleos, corpos basais, elementos estruturais do disco ventral e flagelos
(THOMPSON et al. 1993). Consistindo forma de alta resisténcia, encontrada
freqiientemente em fezes formadas, permanece viavel por varios meses,
principalmente em locais Umidos e quentes (LANE & LLOYD, 2002).

O trofozoito €& encontrado em fezes diarréicas, possui morfologia
caracteristica com aspecto piriforme medindo em torno de 12,0 a 150um de
comprimento e 5,0 a 9,0um de largura, forma de gota com dois nuicleos simétricos
na parte anterior. Possui quatro pares de flagelos, um par anterior, dois pares
posteriores e um par caudal, dois corpos médios e disco adesivo constituido de
microtubulos (LANE & LLOYD, 2002).

A microscopia eletronica contribui para elucidar alguns aspectos morfologicos
do protozoario. Pouco visivel a microscopia Optica, o disco adesivo ou suctorial
ocupa dois tercos da superficie ventral. Tem fungéo de ades@o do protozoario a
superficie da parede intestinal dos hospedeiros (duodeno e jejuno). E uma estrutura
complexa, rigida, constituida de varios elementos do citoesqueleto igualmente
espagados. O disco ventral € comumente circundado por uma extensao citoplasmica
denominada de orla ventrolateral (ADAM, 2001).

O citoesqueleto da Giardia spp. € constituido por quatro sistemas de
organelas compostas de microtibulos denominados de disco ventral; os corpos
basais, axonemas e flagelos; os corpos medianos; fibrilas (THOMPSON et al., 1993).
No citoplasma do trofozoito observa-se reticulo endoplasmatico, ribossomos,
complexo de Golgi e glicogénio, com auséncia de mitocdndrias (GRACZYK, 2005).

2.2) Ciclo Biolégico

O parasito realiza ciclo direto, iniciado com ingestdo de cistos presentes em
agua ou alimentos contaminados. A transmissao direta € possivel especialmente nos
locais onde os animais estdo em contato direto, como em canis (LEIB & ZAJAC,
1999, ZAJAC et al., 2002).



A ruptura do cisto ocorre no duodeno, resultado da exposicdo ao suco
gastrico, pH e enzimas pancreaticas, quimiotripsina e tripsina, liberando dois
trofozoitos para cada cisto. No intestino delgado do hospedeiro ocorre a maturacéo
e divisdo dos trofozoitos moveis, na forma de replicagao assexuada com divisdo
binaria (FEELY et al., 1991; BARR & BOWMAN, 1994; ADAM, 2001).

Trofozoitos de Giardia spp. deslocam-se livremente no duodeno e ileo, mas
se associam ao epitélio intestinal (LANE & LLOYD, 2002), aderindo & superficie das
células epiteliais na borda em escova das vilosidades intestinais através do disco
ventral (BARR & BOWMAN, 1994; LEIB & ZAJAC, 1999). Nao ha estagio
intracelular, ndo ocorre penetragdo na mucosa epitelial ou presenga em outros
tecidos (ZAJAC et al., 2002). Nenhuma invasao celular relacionada ao mecanismo
de associagédo do trofozoito ao epitélio intestinal foi documentada para Giardia spp.,
entretanto a atividade do organismo no intestino do hospedeiro pode resultar em
alteracdes locais, como apoptose de células epiteliais e reagdes inflamatérias (CHIN
et al., 2002).

Trofozoitos colonizam o intestino delgado do hospedeiro, predominantemente
o0 jejuno, onde aderem a parede intestinal com sua superficie concava ventral (disco
adesivo ventral), obtendo os nutrientes necessarios e impedindo o deslocamento do
organismo através do jejuno (ADAM, 2001).

A distribuicdo de Giardia spp. no trato intestinal aparentemente varia de
acordo com o hospedeiro e alimentacdo. Em cées, Giardia duodenalis foi isolada no
ileo, duodeno e jejuno (BARR & BOWMAN, 1994).

Trofozoitos se multiplicam e se encistam por mecanismos n&o totalmente
esclarecidos, consistindo de uma série de eventos coordenados e iniciados através
de resposta a um estimulo externo, resultando na formagdo do cisto infectante.
Durante a formacgéo da parede do cisto, os trofozoitos sofrem importantes alteracées
morfolégicas e bioquimicas, distribuidas em {rés fases, sendo a primeira a recepgéo
do estimulo para o encistamento e ativagdo dos genes especificos, seguida da
biogénese das organelas secretoras com sintese, empacotamento, transporte e
liberacdo de materiais da parede cistica, e finaimente a formac&o da parede externa
do cisto (LUJAN et al., 1998). CondicOes especificas para promover o encistamento
incluem um meio de alcalose com pH em torno de 7,8, sais biliares e acidos graxos
(ADAM, 2001).



Cistos sé&o eliminados nas fezes em torno de 5 a 16 dias apos a infecg@o. A
liberacédo dos cistos é ciclica e podem sobreviver no meio ambiente por um periodo
de duas a oito semanas (ZAJAC et al., 2002). Cistos sdo bastante resistentes,
susceptiveis a dessecagdo, sobrevivendo de semanas a meses em condigdes
adequadas (LEIB & ZAJAC, 1999).

2.3) Transmissao

Infeccdo inicia quando o cisto é ingerido, frequentemente através de agua
contaminada (LANE & LLOYD, 2002). A transmissdo de Giardia duodenalis ocorre
pela via fecal-oral, onde os cistos presentes nas fezes de um individuo infectado
resultam em uma nova infec¢@o quando ingeridos por outros individuos. No homem
a chance de transmiss8o € considerada muito pequena em casos de parceiros
sexuais, membros da familia, vizinhos institucionais ou grupos de profissionais,
relativamente pequena em alimentos e alta em epidemias com origem na agua
(KASPRZAK & PAWLOWSIKI, 1989). O contato pessoa-pessoa € uma importante
via de transmissdo e o contato animal-pessoa é possivel, implicando que animais
domésticos, de fazenda e silvestres atuem como portadores da infeccdo. Estes
podem contaminar reservatorios de Aagua, atingindo uma grande propor¢do de
pessoas (VAN KEULEN et al, 2002).

Nos cées a infec¢do ocorre via fecal-oral, contato direto com fezes dos
animais infectados ou pela contaminagdo com alimento ou agua contendo cistos
(WOO et al., 1986; KIRKPATRICK, 1987).

A agua é um importante veiculo de transmissdo de Giardia duodenalis e
freqientemente sdo relatadas ocorréncias de epidemias relacionadas com agua
contaminada, constituindo sério problema em saude publica (THOMPSON, 2000;
HEALTH CANADA, 2004). Na forma de cisto, o organismo € altamente resistente a
cloragéo e ozonisagdo, permanecendo vidvel por varios meses, especialmente em
porcdes de agua fria, reservatorios e agua corrente, sendo a filtragdo o Unico
processo que garante a remogao dos cistos (LANE & LLOYD, 2002).

A transmisséo pode ser efetiva com dose minima entre 1 e 10 cistos, embora
existam diferencas significantes entre isolados de Giardia duodenalis quanto a
viruléncia e diversidade antigénica (HEALTH CANADA, 2004). RENDTORFF (1978),
inoculando isolados humanos em pessoas determinou a D5y de 19 cistos.

Entretanto, esta dose pode ser tdo alta como 543 cistos quando ha inoculagéo de
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isolado humano em gerbils. Apds transmissao, Giardia spp. pode adaptar-se muito
bem ao hospedeiro, podendo freqiientemente desenvolver infecgdo com 50 cistos ou
menos. Estudos com animais mostram que indculos com pequenas doses resultam
em periodo pré-patente maior, mas ndo ha influéncia na quantidade de parasitos
resultantes ap6s o desenvolvimento da infeccido (HEALTH CANADA, 2004).

2.4) Patogenia e Sintomatologia

Embora criagbes domésticas aparegam como importantes hospedeiros de
Giardia duodenalis, poucos estudos tém examinado a patogenesia da doenga em
animais domésticos. A patogenia da giardiase em cades € desconhecida (LEIB &
ZAJAC, 1999). A infeccdo em humanos e animais de laboratério mostra sinais de
comprometimento do trato digestivo (ZAJAC, 1992, THOMPSON, 2004).

Giardiase pode freqlientemente ocorrer e ndo necessitar de tratamento diante
de um sistema imune saudavel, mas em individuos com imunidade comprometida
pode ser extremamente perigosa e muitas vezes fatal (LANE & LLOYD, 2002). Na
maioria dos casos, caes adultos sdo portadores assintomaticos, promovendo
eliminacdo de cistos no meio ambiente, podendo contaminar outros animais e o
homem (ZAJAC, 1992; BARR & BOWMAN, 1994; LEIB & ZAJAC, 1999). Caes
assintomaticos podem representar 78% em populagdes de caes infectados
(JACOBS, 2001).

Quando ocorre a doenca clinica, o principal sintoma observado é a diarréia,
que pode ser aguda, autolimitante ou cronica (ZAJAC, 1992; ZAJAC et al., 2002).
Esta variagdo na patogenia € relacionada com a resposta imune do hospedeiro,
condigdo nutricional, presenca de outros parasitos ou doencas gastrintestinais, entre
outras variantes (LEIB & ZAJAC, 1999; CHIN et al., 2002; SCOTT et al., 2002).

Fatores de risco para desencadear a giardiase clinica sao pouco entendidos e
podem estar associados ao hospedeiro e ao parasito. Isolados de Giardia
duodenalis variam quanto a viruléncia. O trofozoito adere a mucosa intestinal
interagindo com proteases produzidas pelas células intestinais. Observa-se ainda,
redugdo da digestdo e da absorgdo de nutrientes incluindo dissacarideos, gordura e
vitaminas. Decréscimo dos niveis de dissacaridases e lipases foram relatados
(ZAJAC, 1992; LEIB & ZAJAC, 1999).

A renovagdo dos enterécitos esta aumentada no intestino delgado
(THOMPSON & MELONI, 1993; WILLIAMSON et al., 2000). Neste caso, verifica-se
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lesdo na estrutura das vilosidades e microvilosidades, reduzindo a area de absorgao
em até 50% (BURET et al., 1990b; MELONI et al, 1993). A patogenia sugere que a
atrofia e as alteragbes nas microvilosidades estdo relacionadas com deficiéncias
enzimaticas, levando a redugéo da area absortiva do intestino delgado, aumento do
trénsito intestinal e infiltracdo linfocitaria intraepitelial. Estudos mostram que o
parasito € capaz de produzir toxinas, possuindo produtos com atividade proteolitica,
sugerindo que antigenos de excrecdo e secregcdo desempenham papel na
patogenesia e sdo responsaveis pela diarréia. Os fatores indutores das alteracdes
na mucosa ndo estdo identificados com certeza, sendo este um ponto de
controvérsia (JIMENEZ et al., 2004).

Altera¢des nas celulas epiteliais e na estrutura das vilosidades parecem estar
associadas ao desenvolvimento da diarréia, envolvendo resposta imunoldgica do
hospedeiro a presenga do parasito. Uma mudanca fundamental é a alteragdo da
permeabilidade epitelial resultante do efeito direto de produtos do parasito, causando
lesdo nas membranas periféricas do epitélio intestinal (BURET et al., 2002). O
resultante aumento da permeabilidade conduz a resposta inflamatéria e mudancgas
na digestdo e na absorg¢do, relacionadas com as lesbes na borda em escova e
deficiéncia de dissacaridases (SCOTT et al., 2002).

A patogenicidade da infecgdo pela Giardia duodenalis é variavel,
freqlentemente ocorre em individuos saudaveis sem evidéncia de deficiéncia
imunoldgica. Experimentos com animais de laboratério demonstram a participagdo
de anticorpos e linfocitos T para o desenvolvimento da imunidade ao parasito
(SINGER & NASH, 2000). Doenga clinica aparente € muito comum em individuos
com hipogamaglobulinemia. O papel da imunidade influenciando o estado e o curso
da infecgdo em céaes ainda precisa ser avaliado, mas a alta prevaléncia em animais
jovens sugere que ha o desenvolvimento de imunidade protetora (ZAJAC, 1992;
DIAZ-SAEZ et al., 1996). Algumas alteracbes podem ser secundéarias a resposta
imune do hospedeiro (LEIB & ZAJAC, 1999).

Muitos caes infectados permanecem assintomaticos, sendo a diarréia aguda o
sinal clinico mais comum. Esta é caracterizada por fezes liquidas a pastosas, fétidas,
mucosas, coloragdo clara, com freqiiéncia moderada de defecagéo, podendo levar o
animal a perder peso e apresentar-se debilitado. No entanto, raramente observa-se
febre e outros sinais sistémicos associados, assim como diarréias extremamente
aquosas ou hemorragicas devido exclusivamente a Giardia duodenalis
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(KIRKPATRICK, 1987). Geralmente é autolimitante. Muitos pacientes infectados
permanecem alertas, sem febre e mantém apetite normal. Vomito agudo pode
ocasionalmente acompanhar a diarréia. Em alguns casos tratados com sucesso para
infeccdo com Giardia duodenalis, endoscopia revela severas erosdes no duodeno
(LEIB & ZAJAC, 1999). O aparecimento da diarréia € mais freqliente em animais
jovens, principalmente entre aqueles vivendo em ambientes com grande nimero de
individuos, como canis e criagdes (KAENE & HAUWERS, 1999; THOMPSON, 2004).
A doenca severa pode ocorrer em cdes jovens, em animais com infecgdes
concomitantes e debilitados, e estar acompanhada de desidratacdo, letargia e
anorexia (BARR & BOWMAN, 1994; LEIB & ZAJAC, 1999). Diarréia cronica pode
resultar em emagrecimento, desnutricdo e vomito intermitente. Ocasionalmente
identifica-se o protozoario em casos de vOmito cronico. Espécies de Giardia
duodenalis podem ser encontradas em cdes com outras doengas digestivas,
principalmente doengas inflamatorias intestinais. Nestes casos, os sinais clinicos e
achados laboratoriais revelam a doenca principal. Ocasionalmente, diarréia aguda
ou crbnica tem origem no intestino grosso, com hematoquesia, excesso de gordura
nas fezes, tenesmo, freqiéncia de defecacdo moderada a muito aumentada e
quantidade de fezes por defecagéo reduzida (LEIB & ZAJAC, 1999).

Animais parasitados por Giardia duodenalis podem apresentar infecgéo
simultanea com outros agentes enteropatogénicos como coccideos (Toxoplasma
gondii, Isospora spp, etc.), bactérias (Salmonella, Enterobacter, E. coli), helmintos
elou cestdédeos. O quadro clinico pode apresentar-se agravado, perdendo as
caracteristicas de uma infec¢éo causada somente por Giardia duodenalis (OLSON et
al., 1999).

2.5) Epidemiologia

Trabalhos demonstram claramente que Giardia duodenalis esta difundida na
natureza e pode ser encontrada em humanos, animais domésticos do campo ou de
companhia, e em alguns animais selvagens (VAN KEULEN, 2002). Isolados obtidos
de bovinos leiteiros s&o geneticamente idénticos & linhagem que infecta humanos,
com risco de resultar em contaminagdo de agua, principalmente em locais com
tratamento de agua inadequado, ja que o parasito € relativamente resistente a
cloracdo (LANE & LOYD, 2002). Devido a constatacdo da ocorréncia de surtos

explosivos de giardiase atingindo o homem, associados a fornecimento de agua,
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difundiu-se o conceito de que o parasito € adquirido principalmente através de agua
contaminada. Porém, altas taxas de infec¢éo de criangas em creches, e de caes em
abrigos para animais, demonstram que a infecgdo pode facilmente ocorrer de outras
formas (ZAJAC, 1992).

Entre caes Giardia duodenalis € frequentemente transmitida em locais
fechados ou restritos, como em canis (KENNEDY, 1989; PAPINI et al., 2005).
Observou-se que o crescimento dos casos de giardiase em caes acompanha a
diminuigdo de outras ocorréncias de parasitos, como Toxocara canis e Ancylostoma
sp. Tal fato pode ser relacionado a susceptibilidade dos parasitos gastrintestinais
aos anti-helminticos e a resisténcia que possivelmente Giardia duodenalis adquiriu
em relacdo a essas bases medicamentosas (LANE & LOYD, 2002).

Caes, sejam de estimagdo, vadios e de canis, s80 comumente infectados
(NIKOLIC et al., 1993; SCHANTZ, 1999; BUGG et al., 1999; PAPINI et al., 2005).
Estudos de populagbes caninas relatam a prevaléncia de aproximadamente 10% em
caes bem tratados, 30-50% em filhotes e até 100% em criagbes para reprodugéo e
canis (BARR & BOWMAN, 1994). Embora a prevaléncia seja alta em cées, a doenga
clinica aparente é rara (THOMPSON, 2004).

A possibilidade de transmiss&o dos parasitos entre caes de estimagao e seus
proprietarios, depende do gendtipo do isolado. Considerando o cdo como animal
doméstico de companhia, a infeccao em caes é significativa em satde publica, e seu
potencial zoonotico deve ser levado em consideragdo quando decisbes sobre
tratamento necessitem ser tomadas (THOMPSON, 2000). Mesmo ndo havendo
consenso se a infecgdo com Giardia duodenalis deve ser considerada uma zoonose,
o risco potencial de transmiss&o dos animais ao homem existe. Considerando que
neste a transmissdo ocorre freqlentemente pela agua ou contato direto pessoa-
pessoa, a liberagéo dos cistos pelos animais pode contribuir para a contaminacéo da
agua ou para a transmissdo pelo contato animal-pessoa.

A questao se Giardia duodenalis presente em caes pode ser transmitida ao
homem permanece controversa. Alguns estudos mostram que cdes podem ser
susceptiveis a linhagem humana, enquanto outros afirmam ser impossivel (WOO,
1986; KENNEDY, 1989). BARR & BOWMAN (1994) afirmam que a falta de sucesso
em tentativas de estabelecer infecgdo experimental em caes utilizando isolados
humanos de Giardia duodenalis, aliada as diferengas demonstradas entre isolados

humanos e caninos em cultura de células, sugere que pequenos animais nao
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possuem papel principal na transmissao do protozoario aoc homem. Como exemplo
destas diferen¢as entre isolados caninos e isolados humanos, observa-se que
isolados procedentes do homem se desenvolvem bem in vitro, mas isolados de caes
ndo acompanham este desenvolvimento, necessitando maiores estudos (MELONI &
THOMPSON, 1987; BORDEAU, 1993).

Ensaios com infeccdo em cées a partir de isolados humanos apresentaram
resultados contraditérios (BORDEAU, 1993; ZAJAC, 1999). THOMPSON (2004)
afirma que estes ensaios podem ser questionaveis devido a incerteza se os animais
utilizados estavam realmente livres de Giardia e também devido ao uso comum de
altas doses de cistos e/ou trofozoitos, o que é improvavel acontecer em uma
infecgdo natural. No entanto, amostras de fezes de animais com giardiase,
freqlientemente apresentam de 10° a 10° cistos/grama (LANE & LLOYD, 2002).

Aparentemente existem linhagens com maior especificidade quanto ao
hospedeiro, enquanto outras tém especificidade menor (KENNEDY, 1989; MONIS &
THOMPSON, 2003), mostrando que a identificagdo de linhagens individuais mostra-
se um importante ponto inicial. Diferentes linhagens sdo observadas utilizando uma
variedade de métodos que incluem analise de antigenos, isoenzimas, sensibilidade
a drogas, analise com restricdo enzimatica, viruléncia e infectividade, caracteristicas
de crescimento e cariotipagem. Apesar desta variedade de métodos, importantes
questdes epidemiolégicas ainda persistem. Os estudos realizados até o presente
sugerem que parasitos de diferentes espécies de hospedeiro sdo semelhantes.
Métodos de restricdo enzimatica de parasitos em humanos, caes, ovelhas e animais
silvestres, de uma mesma regido geografica, mostraram-se fortemente similares,
sugerindo que todas as linhagens est&o relacionadas geneticamente (BOREHAN et
al, 2000; LALLE, 2004).

Maiores avangos e entendimentos para a interpretagdo genética dentro dos
isolados do grupo de Giardia duodenalis, foram possiveis com o desenvolvimento de
procedimentos baseados na Polimerase Chain Reaction (PCR). Os estudos com
Giardia duodenalis de diferentes regibes geograficas e de hospedeiros distintos,
identificaram grande numero de grupos geneticamente idénticos, distribuidos
amplamente pelo mundo (LALLE, 2004). Embora os parasitos em humanos e outros
animais sejam semelhantes em varios aspectos, isto ndo necessariamente implica a
ocorréncia de infec¢éo cruzada entre diferentes espécies de hospedeiro (BOREHAN
et al 2000).
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A idade é fator que contribui para a ocorréncia do protozoario. Caes com
menos de trés anos de idade, especialmente aqueles com menos de um ano, séo
mais parasitados (HAHN, 1988). Em Londres, SYKES & FOX (1989) observaram
15,0% de caes positivos, sendo que nos animais menores de 12 meses a
prevaléncia foi de 30%. Em Granada, Espanha, a prevaléncia encontrada foi de
12,9%, sendo 21,9% em jovens e 10,82% em adultos (DIAZ-SAEZ et al., 1996).

Parece ndo haver diferenga entre sexo e raga para esta infec¢ao (DIAZ-SAEZ
et al., 1996; MUNDIM et al, 2003), apesar de COGGINS (1998) encontrar maior
prevaléncia entre fémeas.

As prevaléncias sao diferentes em varias regides do mundo de acordo com a
populacdo estudada e métodos empregados para o diagnostico. Em cies a
prevaléncia é de 5,0% em Bahia-Blanca na Argentina (CAFASSO et al., 1996); 7,2%
no Canada (JACOBS et al., 2001); 4.0 a 13,33% na Espanha (DIAZ-SAEZ et al.,
1996); 0,6 a 67% nos Estados Unidos (BARR et al., 1992; COGGINS, 1998).;
aproximadamente 20,0% na Franca (BRICAIRE et al., 1998); 2,42% em Hannover
na Alemanha (EPE et al., 1998); 0,81% em Konya na Turquia (GUCLU &
AYDENINOZ,1995); 14,6% Japéao (ITOH et al., 2001). No Brasil, os estudos sobre a
ocorréncia em cées concentram-se em diferentes regides como o de OLIVEIRA-
SIQUEIRA et al. (2002), relatando a infecgdo em Botucatu-SP com 12,2% dos cées
observados. Outros estudos demonstraram prevaléncia de 6,6 e 3,4% em Botucatu-
SP (SOGAYAR & CORREA, 1984); 7,6 e 12,2% em S&o Paulo-SP (GENNARI et al.,
1990); 38% em Porto Alegre-RS (BARTMANN, 2002), 41% em Uberiandia-MG
(MUNDIM et al., 2003). Em levantamento realizado no Brasil por FORT DODGE
SAUDE ANIMAL LTDA., 2002, para porcentagem de amostras positivas para o
parasito, pelo método de flutuagéo em sulfato de zinco, observaram-se os seguintes
resultados descritos na Tabela 1.

Os cistos sdo resistentes a determinadas condi¢cdes ambientais e a fatores
como agdo de agentes quimicos e temperatura. Sob condi¢des de temperatura e
umidade, como agua entre 4 e 10°C, os cistos podem permanecer viaveis durante
varios meses. A fervura é o processo mais efetivo para inativar os cistos. Apds o
congelamento alguns cistos podem permanecer viaveis por alguns dias (HILL, 1993).
Sado susceptiveis ao calor e aos desinfetantes comuns. Os trofozoitos sao
extremamente frageis as condicdes ambientais e ndo sobrevivem por longos
periodos apods serem liberados nas fezes (ZAJAC, et al., 2002).
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Tabela 1 — Prevaléncia de G. duodenalis em cies procedentes de vérias cidades do Brasil, estabelecida
através do exame de fezes de flutuagio em sulfato de zinco, realizado em vérios laboratérios de
diagnéstico.

Laboratério de Diagnéstico Local Ocorréncia (%)
Laborlife Rio de Janeiro -~ RJ 80%
Marcos Enrietti Curitiba - PR 70%
Provet Sao Paulo — SP 38%
Petlab Porto Alegre - RS 38%
TECSA Belo Horizonte - MG 32%
Diagnos Florianépolis - SC 34%

Fonte: Fort Dodge Satide Animal Ltda., www.fortdodge.com.br, 2002.

Os cistos também podem ser inativados pela exposi¢do ao ozénio e
halogéneos, porém a concentragdo do cloro utilizada para agua de consumo néo os
inativa. A filtracdo € um meio efetivo para remogéo dos cistos da agua, mas nem
toda agua municipal recebe este tratamento (HILL, 1993; LANE & LOYD, 2002).

Os cistos sdo liberados nas fezes normais de animais com infecgéo
subclinica. Se cées servem como fonte de infecgdo para o homem, a detecgdo e o
tratamento de Giardia duodenalis subclinica nestes animais tém grande valor em
salide publica (CONBQY, 1997; THOMPSON, 2004). Em focos endémicos, criangas
sao infectadas repetidamente, mas ndo estd bem esclarecido se é devido as
infecgbes continuas ou a reinfecgéo. Algumas localidades tém caes que apresentam
uma relacdo estreita com os membros da comunidade, principalmente criangas.
Estes cées estio freqlientemente infectados com Giardia duodenalis e sua atuagéo
como reservatorio ndo estd bem entendida (HOPKINS et al., 1997; TRAUB et al.,

2004).

2.6) Diagnostico

O diagndstico de giardiase pode ser feito usualmente com técnicas
apropriadas de exame fecal. Exame microscopico de fezes frescas misturadas com
solugdo normal salina pode revelar trofozoitos méveis (BAHR & BOWMAN, 1994).
Trichomonas pode ser confundido devido ao tamanho similar a Giardia duodenalis.
Embora o exame direto das fezes frescas tenha baixa sensibilidade detectando
menos de 20% dos caes infectados, a rapidez e simplicidade da técnica facilitam seu
uso quando o animal estad presente no momento do exame. Se houver a repeticdo
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do exame por trés dias, o indice de detec¢do aumenta para 43%. O exame direto é
pratico como teste inicial para diagnosticar cdes com sinais clinicos suspeitos de
giardiase, mas diante de resultados negativos recomenda-se realizar a técnica do
sulfato de zinco (ZIMMER & BURRINGTON, 1986).

ZIMMER & BURRINGTON (1986) examinando fezes frescas em solucéo
salina em trés diferentes dias, identificaram 40% de caes infectados com Giardia
duodenalis e 90% quando utilizaram o método de sulfato de zinco. Exame fecal para
cistos com flutuagéo em solugéo de sulfato de zinco a 33% (FAUST & COLS., 1938)
¢ provavelmente o mais acurado, pratico, rapido e menos dispendioso teste
diagnostico (LEIB & ZAJAC, 1999, ZAJAC et al., 2002). A andlise de uma Unica
amostra identifica somente 50 a 75% dos casos positivos, sendo recomendavel o
exame de trés amostras consecutivas em dias alternados, pois os cistos sdo
excretados intermitentemente (HEYMANS et al., 1987, ADAM, 2001). A vantagem do
seu uso € ndo necessitar fezes frescas, podendo ser acondicionadas sob
refrigeragdo ou conservadas em formaldeido, e serem analisadas quando
conveniente. Quando a amostra fecal for positiva, o resultado & 100% confiavel,
entretanto, o método pode resultar em falsos negativos devido a liberagéo
intermitente de cistos nas fezes. Aproximadamente 70% dos cées positivos podem
ser identificados quando se examina uma amostra pela solugdo de sulfato de zinco,
aumentando para 93% quando sao feitos dois testes, mas continuando a existir
chance de ndo detectar todos os cdes positivos (BARR et al.,1992)

Exame de fezes humanas com Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) utilizando coproantigeno tem sensibilidade de 100% e detecta 30% dos
casos a mais que no sulfato de zinco. Nos casos de giardiase canina sem sinais
clinicos da doenga, apresenta baixa sensibilidade podendo apresentar falso-
negativos e falso-positivos (BARR et al., 1992). O método do sulfato de zinco & mais
eficaz para o diagndstico da giardiase em cdes quando comparado ao ELISA,
devido ao elevado custo e necessidade de padronizagdo técnica (BARR et al.,
1992). Estudos com teste de imunoensaio desenvolvido recentemente para
diagnostico em caes, tém mostrado sensibilidade e especificidade similares aos
obtidos com o método de sulfato de zinco (ANDERSON et.al., 2004).

Teste direto de imunofluorescéncia usando anticorpos monoclonais marcados
para detectar cistos nas fezes é eficaz em humanos, mas n&o ha estudos em
pequenos animais (BAHR & BOWMAN, 1994). Comparado & microscopia
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convencional, a imunofluorescéncia direta possui melhor sensibilidade para detectar
e quantificar cistos de Giardia duodenalis (THOMPSON, 2004).

A sedimentacéo do fluido duodenal foi considerada algum tempo atras como o
melhor método para o diagnostico da giardiase em caes, porém € necessaria
endoscopia ou laparotomia exploratéria (LEIB & ZAJAC, 1999). Um grupo de cies
estudados para identificagéo de parasitos durante 17 meses, com um Unico exame
com solugdo de sulfato de zinco identificou 77% dos cées infectados, enquanto o
aspirado duodenal identificou 67% (ZAJAC et al., 1998; LEIB & ZAJAC, 1999). Outro
estudo identificou 96% de positivos pelo sulfato de zinco realizado diariamente por
seis dias contra 88% do aspirado duodenal. Estes achados mais recentes,
confirmaram a validade do método do sulfato de zinco como método de diagnostico
para identificagdo da Giardia duodenalis em caes (LEIB & ZAJAC, 1999).

Polimerase-chain-reaction (PCR) é utlizada e pode diferenciar cepas
patogénicas das ndo patogénicas e cistos vivos dos mortos (LANE & LOYD, 2002).
Estudos mostram eficacia na diferenciac@o e possibilidade de identificacdo rapida e
especifica (VERWEM et al., 2003). Apesar da eficacia, o custo e a técnica apurada
continuam sendo fatores limitantes para o uso da PCR, comparada ao método de

solugdo em sulfato de zinco.

2.7) Tratamento

Varios agentes antiprotozoarios podem ser utilizados no tratamento da
infeccdo em cées por Giardia duodenalis, tais como Metronidazole, Furazolidona,
Eritromicina, entre outros, sendo muitas destas drogas efetivas contra Giardia spp.
(BORDEAU, 1993; SVOBODOVA, 1998). Os mais recomendados e efetivos sdo
Metronidazole, Albendazole, e Febendazole, necessitando atengéo para dosagens e
problema de resisténcia (LANE & LOYD, 2002; THOMPSON, 2004).
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3 — Justificativa
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Atualmente, Giardia duodenalis € um dos organismos mais profundamente
estudados no mundo, tendo distribuicdo cosmopolita, parasitando animais e
humanos, ocorrendo nestes Ultimos independentemente de niveis culturais,
econdmicos ou sociais. A atividade do protozoario associada a fatores nutricionais e
ao estado imune do hospedeiro, resulta em um complexo de patogenias com
expressdo varidvel em termos de sintomatologia, conseqiiéncias clinicas e
severidade. Neste processo, o qual se relaciona com a patofisiologia de ambos,
parasito e hospedeiro, o protozoario Giardia duodenalis revela grande importancia,
mostrando-se como um agente complicador, um fator adicional que aumenta a
expressio de outras patologias, incluindo doengas infecciosas.

O parasito é freqlientemente encontrado em mamiferos selvagens e
domésticos, incluindo cédes, sendo estes documentados como hospedeiros da
mesma forma que humanos. Estudos epidemiologicos relatando a ocorréncia do
mesmo gendtipo do protozoario tanto em pessoas como em cées de uma mesma
localidade, s&o relativamente limitados, ndo estabelecendo uma relagdo quanto a
transmiss@o animal-pessoa e pessoa-animal. Mesmo com todo o entendimento
conseguido até o momento sobre a infecgdo com Giardia duodenalis, o significado
para a salde publica dos caes como receptores ou como fonte de contaminagéo, e
seu papel em uma possivel transmissdo zoonética, permanecem indefinidos,
necessitando de mais pesquisas.

Fundamentado na necessidade de estudos e na auséncia de dados na
literatura referentes a susceptibilidade de cées frente a isolados humanos de Giardia
duodenalis, o presente trabalho justifica-se, buscando melhor entendimento sobre a
possibilidade da transmissé&o de Giardia duodenalis entre 0 homem e o cdo e sobre

possiveis alteracdes clinicas e laboratoriais resultantes desta transmissao.
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4 - Objetivos
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4.1) Geral

Avaliar a susceptibilidade a infecgéo e o.comportamento clinico e laboratorial
frente a infeccdo de ches sem raga definida (srd), inoculados experimentalmente
com cistos de fezes humanas e trofozoitos de cultura padréo Portland 1 (ATCC

30888) de Giardia duodenalis.

4.2) Especificos

- Determinar o periodo pré-patente da infeccdo em cées inoculados
experimentalmente com cistos e trofozoitos de isolado humano de Giardia
duodenalis;

- Acompanhar a cinética de eliminagéo durante.o periodo experimental;

- Observar se ocorrem alteragdes clinico-fisicas em cées inoculados;

- Observar se ocorrem alteragbes no perfil hematoldgico de caes
inoculados;

- Observar se ocorrem alteragdes na analise bioquimica dos soros de caes

inoculados;

SISBI/UFU
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S - Materiais e Meétodos
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5.1) Preparo dos Animais

A fase de preparo dos caes compreendeu 170 dias, iniciada no dia de
nascimento dos caes e finalizada no dia de inoculagao.

Para este experimento foram utilizados oito cades, provenientes de uma
mesma ninhada, sem raga definida, com caracteristicas de porte médio,
desmamados completamente aos 40 dias de idade, preparados e acompanhados
até o dia de inoculacdo, a qual ocorreu quando os mesmos estavam com cinco
meses de idade.

Para triagem, estes animais foram submetidos a exame clinico completo,
compreendendo inspegdo, auscultacdo e palpagdo do abdome, averiguagéo de
peso, temperatura retal, pulso femoral, freqiiéncia respiratéria e cardiaca. Também
foram colhidas amostras de fezes em trés dias diferenciados para exames
coprolégicos de sedimentagdo para ovos de helmintos (método de HOFFMAN,
PONS & JANER, 1934), método de BAERMAN (1917) e MORAES (1948) para
larvas de helmintos e exame de flutuag&o em sulfato de zinco (FAUST et al, 1938)
para pesquisa de Giardia duodenalis. Os animais receberam tratamento com anti-
helmintico de amplo espectro, representado por associacdo comercial de
Praziquantel, Pamoato de Pirantel e Febantel (dosagem de 5,0mg/14,4mg/15mg
para cada kilograma de peso vivo). Os exames parasitologicos foram repetidos
durante 30 dias com intervalos semanais e posteriormente a cada 21 dias,
confirmando os resultados negativos para helmintos e para Giardia duodenalis até o
dia de inoculagéo.

Apos 0s animais apresentarem-se com condicdes de salide satisfatérias e
aptos para o estudo, foram inseridos definitivamente no experimento. Todos foram
imunizados contra adenovirus tipo 1, cinomose, coronavirose, hepatite canina a
virus, leptospirose, parainfluenza, e parvovirose, com aplicacdo de trés doses de
vacina polivalente a intervalos mensais e uma dose de vacina antirabica.

Apoés comprovagado do bom estado de salde necessario para o experimento e
estando com esquema de vacinacdo completo, os cées foram acomodados no canil
no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.

Os cées foram colocados em compartimentos individuais, telados e
cimentados, sendo as dependéncias higienizadas diariamente com produto
detergente e solugdo de hipoclorito de sédio a 1%. Todos os vasilhames dos cées
eram limpos diariamente utilizando-se agua filtrada para enxague.
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A alimentacgéo foi fornecida duas vezes ao dia, constituida de ragéo comercial

para cdes autoclavada e agua mineral ad Jibitum, também trocada duas vezes ao
dia.

5.2) Isolado Humano de Giardia duodenalis
5.2.1) Cistos

Os cistos foram obtidos de pool das fezes de criangas procedentes de creche
localizada na periferia do municipio de Belo Horizonte —~ MG, conveniada com o
Laboratério de Amebiase da Universidade Federal de Minas Gerais. Estas criancas
estavam naturalmente infectadas, algumas com sintomatologia de giardiase,
apresentando diarréia, emagrecimento e dor abdominal. Estes cistos ndo foram
caracterizados genotipicamente.

5.2.1.1) Separagao e concentracdo dos cistos de Giardia duodenalis de fezes
humanas

Os cistos de Giardia duodenalis foram separados de fezes humanas frescas
contendo grande numero destas formas, de acordo com a técnica de ROBERTS-
THOMSON et al. (1976b), com adaptacOes. A técnica baseia-se na separacédo dos
cistos através de um gradiente de sacarose e foi realizada no Laboratério de
Amebiase do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.

As fezes foram diluidas com agua na proporgdo de 1:5. Em seguida, a
diluigéo foi filtrada em gaze com quatro dobras e centrifugada por cinco minutos a
2500 rpm. O sedimento foi lavado quatro vezes seguido de centrifugagéo, para
retirada do excesso de detritos, ressuspendendo-se o Ultimo sedimento em agua. Ao
primeiro fracionamento, colocou-se em um tubo, solugdo de sacarose 1M e sobre
esta a suspenséo de fezes, centrifugando-se este material a 1500 rpm, durante 20
minutos. Os cistos, localizados na interface agua-sacarose, foram cuidadosamente
coletados, transferidos para um tubo de centrifuga de 15 mL, acrescentando agua e
centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso em 3
mL de agua, para o segundo fracionamento, colocando-se em um tubo de centrifuga
de 15 mL, 3 mL de uma solugdo de sacarose 0,75M e sobre esta, os 3 mL da
suspensao de cistos. Apds centrifugacao a 1500 rpm por 10 minutos, os cistos foram

removidos da interface agua-sacarose, ressuspendendo-os em agua e lavando-os
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duas vezes para retirar a sacarose. O sedimento contendo os cistos purificados foi
ressuspenso em 1 mL de agua para contagem dos cistos em camara de Neubauer.

5.2.2) Trofozoitos

Utilizou-se a cepa de Giardia duodenalis, padrdo PORTLAND 1 (ATCC
30888) caracterizada como Assemblage A, mantida em meio TYI-S-33 (DIAMOND et
al., 1978), modificado por KEISTER (1983), suplementado com soro bovino.

Os repiques foram realizados no Laboratério de Amebiase do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Estes foram
realizados a cada 72/96 horas e os tubos contendo meio com parasitos mantidos em
posicdo inclinada, em estufa bacterioldgica a temperatura entre 35,5°C e 37°C. Os
trofozoitos foram obtidos em fase exponencial de crescimento, enfre 48-72 horas de

cultivo.

5.2.3) Ajuste dos in6culos

Tanto os cistos como os trofozoitos foram transportados para Uberlandia em
tubos contendo meio TYI-S-33, acondicionados em caixa térmica para manutengéo
da temperatura a 37°C, perfazendo o total de trés tubos de ensaio contendo
trofozoitos e trés tubos de ensaio contendo cistos.

As guantidades de cada inoculo, com cistos e trofozoitos, foram determinadas
considerando protocolos utilizados nos experimentos de HEWLETT et al (1982) e

ZAJAC et al (1992).

5.2.3.1) Trofozoitos

Cada tubo de ensaio continha aproximadamente 4,95 x 107 trofozoitos, que
foram submetidos a ajuste da quantidade de inéculo para cada cdo. Os ajustes
foram iniciados colocando os tubos com meio TYI-S-33 e trofozoitos em banho de
gelo durante 20 minutos, para desprender os parasitos das paredes do recipiente.

Apos o desprendimento das formas evolutivas, em outro tubo de ensaio foi
colocado 0,1mL de cultura com trofozoitos, adicionando a 0,5mL de PBS, 0,4mL de
corante vital e uma gota de formol para imobilizar os protozoarios, seguido de
homogeneizagéo suave. Desta solugéo retirou-se 0,01mL, colocado em camara de
Neubauer, para leitura e contagem dos protozoarios, considerando os quatro
guadrantes maiores. O procedimento resultou no preparo de inéculo individual com
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1,35 x 10° trofozoitos contidos em trés mL da cultura, administrado para cada cdo do
grupo A.

5.2.3.2) Cistos

Para preparo do indculo contendo cistos seguiu-se o procedimento efetuado
para trofozoitos descrito anteriormente, excetuando-se 0 banho de gelo. Foi utilizado
o indeculo individual contendo 1,35 x 10° cistos em trés mL de cultura TYI-S-33,
administrado para cada céo do grupo B.

5.3) Inoculagao

Os cées com idade de cinco meses foram divididos aleatoriamente em trés
grupos (A, B, C), recebendo os seguintes tratamentos:

Grupo A — trés animais inoculados individualmente com 1,35 x 10° trofozoitos
de Giardia duodenalis.

Grupo B — trés animais inoculados individualmente com 1,35 x 10° cistos de
Giardia duodenalis.

Grupo C — dois animais que nao receberam inéculo (controle).

A inoculagdo foi realizada individuaimente, via oral, com a quantidade
estabelecida de trofozoitos ou cistos para cada grupo. O indculo foi homogeneizado
com carne moida cozida (100gr), acondicionado em vasilhame de textura lisa e
convexa, de forma que todo o contetido fosse ingerido pelos caes.

ApoOs a inoculagéo, durante duas horas, os animais foram observados devido
a possivel ocorréncia de vomitos.

5.4) Exames Clinicos

Os caes foram avaliados pela inspegdo geral, auscultagdo cardiaca e
pulmonar, palpagédo abdominal e de linfonodos (cervical superficial, mandibular e
popliteo), averiguacéo de peso, temperatura retal, pulso femoral, freqiiéncia cardiaca
e respiratoria.

Os exames clinicos foram realizados em todos os cdes dois dias antes da
inoculagéo (dia —2), no dia da inoculagé&o e posteriormente a intervalos de sete dias
no horario matinal de 8:00 as 12:00 horas, seguindo a mesma seqiiéncia dos
animais do primeiro dia de exame clinico, durante os 165 dias do periodo

experimental. Todos os parametros foram anotados em fichas individuais.



27

5.5) Exames Coprologicos
A partir do 1° dia apods a inoculacdo (d.a.i.) foram colhidas diariamente fezes

de cada animal, as quais foram colocadas em potes coletores, tampados,
identificados e transportados para o Laboratério de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia, onde foram realizados
exames coproparasitologicos de flutuagdo em sulfato de zinco (FAUST et al, 1938)
para pesquisa de Giardia duodenalis e determinacgéo do periodo pré-patente. A partir
do encontro dos cistos nas fezes, a colheita passou a ser realizada com intervalos

semanais, durante os 165 dias do periodo experimental.

5.5.1) Método de flutuagao em sulfato de zinco a 33% (Faust et al., 1938)

Foram pesados dois gramas de fezes, os quais foram misturados e
homogeneizados com 20mL de agua destilada. Esta suspens&o foi filtrada em gaze
e em seguida transferida para um tubo de centrifuga com capacidade de 15mL. O
filtrado foi centrifugado por 1 minuto a 700g. O sobrenadante formado foi decantado,
seguido de adigéo de agua até atingir o volume de 14mL e novamente centrifugado.
Estas centrifugaces foram realizadas duas vezes para obter-se um sobrenadante
claro. Ap6s a Ultima lavagem colocou-se dois ml. de solugdo de sulfato de zinco a
33% (densidade 1,180), com nova homogeneizagdo completando a solugé&o com
mais sulfato de zinco, até atingir 0 volume de 14mL. Repetiu-se a centrifugagao a
700g por dois minutos. Apos este processo, o material da superficie do
sobrenadante foi coletado com auxilio de uma alga de platina ou pipeta tipo Pauster.
Este foi colocado sobre duas laminas, cada lamina coberta com laminula e
observou-se em microscopio éptico (objetiva de 10x e 40x) para pesquisa de cistos e

trofozoitos de Giardia.

5.5.2) Contagem de cistos paraa cinética de eliminagéao

A contagem de cistos presentes nas amostras coletadas foi efetuada de
acordo com a técnica de ROBERTS-THOMSON et al. (1976b), com adaptagdes.

A técnica baseia-se na separagdo dos cistos através de um gradiente de

sacarose.
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As fezes foram diluidas com agua, na propor¢éo de 1:5. Em seguida filtradas
em gaze com quatro dobras e centrifugacé@o por 5 minutos a 2500 rpm. O sedimento
foi lavado 4 vezes atraves de centrifugagdo para retirar o excesso de detritos,
ressuspendendo-se o Ultimo sedimento em agua. Apds o primeiro fracionamento,
colocou-se em um tubo, solugdo de sacarose 1M e sobre esta a suspensio de
fezes, centrifugando-se este material a 1500 rpm, durante 20 minutos. Os cistos,
localizados na interface agua-sacarose foram cuidadosamente coletados,
transferidos para um tubo de centrifuga de 15ml, acrescentando agua e
centrifugando a 2500 rpm por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso em
3mL de agua para o segundo fracionamento, colocando-se em um tubo de
centrifuga de 15mL, 3mL de uma solucdo de sacarose 0,75M e sobre esta os 3mL
da suspensao de cistos. ApGs centrifugagdo a 1500 rpm por 10 minutos, os cistos
foram removidos da interface agua-sacarose, ressuspendendo-os em agua e
lavando-0os 2 vezes para retirar a sacarose. O sedimento contendo os cistos
purificados foi ressuspenso em 1mL de agua para contagem dos cistos em Camara

de Neubauer.

5.6) Coleta de sangue

Amostras de cinco mL de sangue foram colhidas através de venipunctura
atraumatica da jugular de cada animal, utilizando-se seringa estéril descartavel
(5mL).

Dois mL de sangue foram acondicionados em tubos VACUTAINER®
identificados contendo acido etilenodiaminotetracetato (EDTA) a 10%, para
realizagdo de hemograma completo (contagem de hemacias, hemoglobinometria,
hematdcrito, indices hematimétricos), contagem global de leucécitos e leucometria
especifica).

Outros trés mililitros de sangue foram colocados em tubos sem anticoagulante
identificados e centrifugados a 700g durante 15 minutos para obtengéo do soro. Este
foi utilizado para os testes bioquimicos. Nestes avaliou-se a dosagem das variaveis
proteinas totais, albumina, atividade da alanina aminotransferase, atividade da
gamma glutamiltransferase, uréia e creatinina, para indica¢éo de lesédo hepatica e/ou
renal.

A primeira coleta de sangue foi realizada dois dias antes da inoculagéo (dia —

2), sendo a segunda no dia do indculo (dia 0) e as posteriores a intervalos de 15 dias
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durante os 165 dias do periodo experimental. As coletas foram efetuadas no periodo

da manh4, seguindo sempre 0 mesmo horério e seqliéncia dos animais.

5.7) Exames Hematologicos
Exames hematolégicos foram realizados sob orientagdo e supervisdo do

Professor Antonio Vicente Mundim e do técnico Sebastido Firniano de Araujo, nas
dependéncias do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade

Federal de Uberiandia.

5.7.1) Hemograma
O perfil hematoldgico dos animais infectados e controle, foi avaliado em

contador automatico de células CELM® CC 510.

5.7.1.1) Contagem de hemacias
Apds homogeneizagéo em diluidor automatico de células CELM® DA 500, as

hemacias foram contadas em aparelho automatico de contagem de células CELM®

CC 510.

5.71.2) Hemoglobinometria
Hemoglobinometria foi determinada pelo método da cianometahemoglobina,

utilizando aparelho automatico hemoglobinémetro CELM® Hb 520.

5.7.1.3) Hematocrito
O hematdcrito foi determinado pelo método de microhematdcrito, utilizando

tubos capilares sem anticoagulante, vedados e centrifugados por cinco minutos em

microcentrifuga CENTRIMICRO 211, FANEN®.

5.7.1.4) indices hematimétricos
Os indices hematimétricos foram avaliados segundo JAIN (1986), através das

formulas:
VOLUME GLOBULAR MEDIO

VGM= Hematécrito x 10 = u®

Hemacias
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HEMOGLOBINA GLOBULAR MEDIA
HGM= Hemoglobina x 10 = uug

Hemacias

CONCENTRAQ/"\O DA HEMOGLOBINA GLOBULAR MEDIA
CHGM= Hemoglobina x 100 = %

Hematocrito

5.7.2) Contagem global de leucécitos
Apdbs homogeneizagio em aparetho diluidor automatico de células CELM®

DA 500, os leucdcitos foram contados em aparetho automético de contagem de

células CELM® CC 510.

5.7.2.1) Contagem diferencial de leucécitos
Foram feitas extensdes sanguineas em laminas de vidro, as quais foram

fixadas e coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa, para contagem diferencial de
leucécitos, segundo técnica de DACE & LEWIS (1984). Os dados foram obtidos em
porcentagem para cada tipo celular (valores relativos) e transformados em numeros
absolutos, segundo FERREIRA NETO et al (1982) através da seguinte férmula:

N° de leucécitos total X % de células
100

Todos os valores utilizados na leucometria especifica foram obtidos g partir
das contagens absolutas de ceélulas, por estas fornecerem menos erros de
interpretacdo do leucograma do que em contagens com nmeros relativos

(LATIMER & MEYER, 1992).

5.7.3) Bioquimica do sangue
Avaliagbes da bioquimica sanguinea referente as variaveis albumina, alanina

aminotransferase, creatinina, gama-glutamiltransferase, proteinas totais e uréia,
foram realizadas utilizando kit controle comercial padréo (Labtest® Diagnéstica S/A),
e as determinacdes foram obtidas através de aparelho analisador automatico de

bioquimica COBAS MIRA®/PLUS (Roche Diagnostic, Inc — Branchburg, NJ).
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5.8) Metodologia Estatistica
As comparagbes entre os grupos A, B e C foram realizadas pela avaliagdo

dos valores médios dos parametros analisados, nos dias apds inoculagéo (d.a.i.) e
entre coletas dentro de cada grupo. Parametros foram analisados pelo Teste ¢ de
Student e confirmados pelos testes ANOVA fator (inico e teste de Tukey. Resultados
foram considerados estatisticamente significativos com nivel de significancia de 5%

(p=0,05%).
Para os calculos estatisticos foi utilizado o programa GraphPad Prism versao

4.00 (GraphPad Software, Inc.).

5.9) Normas Eticas
Procedimentos e tratamentos destinados aos cdes foram efetuados conforme

exigéncias do International Guiding Principles for Biomedical Research. Involving

Animals (WHO, 1985).
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6 - Resultados
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6.1) Eliminagéo dos Cistos

6.1.1) Periodo pré-patente
Os cistos foram detectados nas fezes a partir do 5° dia apos inoculagéo

(d.a.i.) em quase todos os caes inoculados com cistos e trofozoitos, exceto o céo 3

do grupo A que apresentou cistos nas fezes no 6° d.a.i. (Figuras 1 e 2).

6.1.2) Cinética de eliminagdo
Nas Figuras 1 e 2 estdo demonstrados os resultados individuais dos cées dos

grupos A e B em relagéo a eliminagéo dos cistos.
Os cées do grupo A (Figura 1) apresentam maior eliminagdo entre 0 5° e 0

14° d.a.i., com posterior reducdo e alternancia de resultados. Entre o 91° e 105°
d.a.i., observa-se uma negativagéo dos resultados, voltando a positivar até o 140°
d.a.i., onde a partir deste dia ndo foram detectados cistos nas fezes.

No grupo B (Figura 2) o pico de eliminacdo foi entre 0 5° e o0 14° d.a.i,,
observando também queda da eliminagdo e alternancia de resultados negativos e
positivos até o 112° d.a.i.. Apos este dia ndo foram observados cistos nas fezes dos

cédes até o término do periodo experimental.

6.2) Exames Fisicos
Nao foram identificadas alteragbes fisicas nos cdes durante o periodo

experimental, através dos exames clinicos realizados pela inspegdo geral,
auscultagéo e palpacgéo abdominal e dos linfonodos.
Sinais clinicos de giardiase, como diarréia ou emagrecimento, nao foram

observados.

6.2.1) Fregiiéncia cardiaca
Na Figura 3 estdo representados os valores meédios das freqgiiéncias

cardiacas. Os trés grupos apresentam diminuicdo gradativa com valores
semelhantes ao longo do periodo experimental.
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos e entre coletas (p>0,05).
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Figura 1: Cinética individual da eliminagéo de cistos de Giardia duodenalis nas fezes de cdo do grupo A, inoculados com
trofozoitos e detectados através do exame parasitologico de flutuag@o em sulfato de zinco durante os 165 dias do periodo
experimental.
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Figura 2: Cinética individual da eliminacdo de cistos de Gierdia cluodenalis nas fezes de cdo do grupo B, inoculados com

trofozoitos e detectados através do exame parasitolégico de flutuagdo em sulfato de zinco durante os 165 dias do periodo
experimental.
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Figura 3: Valores médios das frequéncias cardiacas em cdes controle,
inoculados com trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames
realizados no dia —2, no dia da inoculagéo e semanalmente durante os 165 dias
do periodo experimental.
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6.2.2) Pulso femoral

Observa-se na Figura 4 que 0s grupos inoculados e controle apresentam
queda semelhante dos valores meédios do pulso femoral. O grupo B apresenta
valores superiores aos grupos A e controle a partir do 70° d.a.i. até o término do
periodo experimental, entretanto ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos e entre coletas (p>0,05).

6.2.3) Freqiiéncia respiratoria

Conforme a Figura 5, os valores médios da freqiiéncia respiratéria do grupo A
foram superiores aos dos grupos B e controle em vérios dias do periodo
experimental. Os grupos B e controle mantiveram valores semelhantes durante todo
o periodo experimental.

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) entre
grupos A e B no 119° e 154° d.a.i. e entre grupos A e controle no 154° d.a.i.. Entre
coletas foi observada diferenga estatisticamente significante (p<0,05) no grupo A do
147° ao 154°, e no grupo B do 119° ao 126° d.a.i. e do 140° ao 147° d.a.i..

6.2.4) Peso

Como pode ser observado na Figura 6, todos os cées dos grupos controle e
inoculados apresentam aumento de peso.

Os valores médios do peso do grupo A foram inferiores aos dos grupos B e
controle durante todo o periodo experimental, com diferencas estatisticamente
significantes entre grupos A e B a partir do 105° d.a.i. (p<0,05).

6.2.5) Temperatura retal

Os grupos A, B e controle apresentam valores médios da temperatura com
perfil semelhante durante todo o periodo experimental (Figura 7), ndo sendo
observadas diferencas estatisticamente significativas entre grupos e entre coletas
(p>0,05).
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Figura 4: Valores médios do pulso femoral em caes controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2,
no dia da inoculagdo e semanalmente durante os 165 dias do periodo

experimental.
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Figura 5: Valores meédios das frequéncias respiratérias em cdes controle,
inoculados com trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames
realizados no dia —2, no dia da inoculagéo e semanalmente durante os 165 dias
do periodo experimental. (*) representa diferenga estatisticamente significante
(p=0,05).
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Figura 6: Valores médios do peso em cées controle, inoculados com trofozoitos e
com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2, no dia da
inoculagéo € semanalmente durante os 165 dias do periodo experimental. (*)

representa diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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6.3) Exames Hematolé6gicos

6.3.1) Hemacias
Na Figura 8 estdo representados os valores médios das contagens de

hemacias. O grupo A apresenta queda no 15° d.a.i. e aumento gradativo dos
valores nas coletas seguintes, apresentando valores médios inferiores aos dos
grupos B e controle, durante todo o periodo experimental. Os grupos B e controle
mantiveram perfis semelhantes e estaveis até o 120° d.a.i, a partir do qual
observou-se aumento nos valores do grupo B em relagéo ao grupo controle.

Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre grupos A e B e
entre grupos A e controle no 15°, 120° e 135° d.a.i. (ps0,05)

Entre coletas foi observada diferenga estatisticamente significante no grupo A
entre o dia 0 e o 15° d.a.i. (p<0,05), ndo sendo observada nos grupos B e controle

(p>0,05).

6.3.2) Hemoglobinometria
Conforme a Figura 9, o grupo A apresenta valores médios para a

hemoglobina inferiores aos dos grupos B e controle na maioria dos dias do periodo
experimental, com queda acentuada no 15° e 120° d.a.i. e aumento gradativo nos
dias de coleta seguintes. O grupo B apresenta queda discreta no 15° d.a.i. e valores
superiores ao grupo controle a partir do 90° d.a.i..

Foi observada diferenga significativa entre grupos A e B e entre grupos A e
controle no 15° e 120° d.a.i. (p=<0,05).

Entre coletas foi observada diferenga estatisticamente significativa no grupo A
do dia 0 ao 15° d.a.i. (p=0,05), ndo sendo observada nos grupos B e controle

(p>0,05).

6.3.3) Hematdcrito

A Figura 10 representa os valores médios de hematdcrito. Exceto no 90° e
165° d.a.i. 0 grupo A apresentou valores médios inferiores aos grupos B e controle.
Demonstrou ainda, queda acentuada no 15°, seguida de aumento gradativo até o
60° d.a.i. e queda discreta no 120° d.a.i, mantendo valores estaveis nas coletas
seguintes. No grupo B observa-se queda discreta no 15° d.a.i. e valores superiores
aos grupos A e controle do 60° ao 90°, com pequena redugéo, voltando a aumentar

do 120° até o 165° d.a.i..
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Figura 8: Valores médios das contagens de hemacias em cées controle,
inoculados com trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames
realizados no dia —2, no dia da inoculagdo e a cada 15 dias durante os 165 dias

do periodo experimental. (*) representa diferenca estatisticamente significante
(p<0,05).
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Figura 9: Valores médios da hemoglobina em c&es controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2,
no dia da inoculagdo e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo
experimental. (*) representa diferencga estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 10 — Valores médios do hematdcrito em cées controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2, no
dia da inoculag&o e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo experimental.
(*) representa diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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Entre os grupos A e B e entre grupos A e controle foi observada diferenga

estatisticamente significativa (p<0,05) no 15° d.a.i..
Entre coletas foi observada diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) no

grupo A do dia 0 ao 15° d.a.i..

6.4) Indices Hematimétricos
6.4.1) Concentragao de hemoglobina globular média (CHGM)

Observando os valores médios das contagens do CHGM representados na
Figura 11, verifica-se que o0s grupos A, B e controle apresentaram perfis
semelhantes e relativamente estaveis durante praticamente todo o periodo
experimental, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente significativas entre

0s grupos, e entre coletas (p>0,05).

6.4.2) Hemoglobina globular média (HGM)
Na Figura 12 estéo representados os valores médios das contagens da HGM.

O grupo A apresentou valor inferior no 30° d.a.i. e superiores aos grupos B e
controle no 60° e 75° d.a.i.. Os grupos B e controle mantiveram perfis estaveis com

valores médios semelhantes.
N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre grupos

e entre coletas (p>0,05).

6.4.3) Volume globular médio (VGM)
Os valores médios do VGM representados na Figura 13, demonstram que os

grupos B e controle mantiveram perfis semelhantes e estaveis durante todo o
periodo experimental, enquanto o grupo A apresentou queda discreta até o 30° d.a.i.
e valores médios superiores aos grupos B e controle a partir do 45° d.a.i.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre grupos

e entre coletas (p>0,05).
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Figura 11 — Valores médios da concentragdo de hemoglobina globular média
(CHGM) em caes controle, inoculados com trofozoitos e com cistos de Giardia
duodenalis. Exames realizados no dia —2, no dia da inoculagdo e a cada 15 dias
durante os 165 dias do periodo experimental.
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Figura 12 — Valores médios da hemoglobina globular média (HGM) em caes
controle, caes inoculados com trofozoitos e c&es inoculados com cistos de
Giardia duodenalis. Exames realizados no dia =2, no dia da inoculagdo e a
cada 15 dias durante os 165 dias do periodo experimental.
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6.5) Contagem Global de Leucocitos

Na Figura 14 estao representados os valores médios da contagem global de
leucocitos. O grupo A apresenta valores médios inferiores ao grupo B no 15°, 30°,
60°,75°, 90° e 150° d.a.i. e superiores no 120°, 135° e 165° d.a.i.. O grupo B
apresenta picos no 15°, 30°, 60°, 75° e 90° d.a.i..

Os grupos A e B demonstraram oscilagbes quando comparados a curva do
grupo controle, durante O periodo experimental, ndo sendo verificadas diferengas

estatisticamente significativas entre 0s grupos e entre coletas (p>0,05).

6.6) Contagem Diferencial de Leucécitos

6.6.1) Neutrofilos segmentados
Os valores médios dos neutrofilos segmentados (Figura 15), demonstram que

o grupo A apresenta valores médios inferiores aos grupos B e controle do 15° ao
105° d.a.i. No 120° e 135° d.a.i. 0s valores do grupo A aumentam, com seguida

queda no 150° d.a.i..
Os grupos B e controle apresentaram perfis € valores médios aproximados

durante a maior parte do periodo experimental.
N3o foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre grupos

e entre coletas (p>0,05).

6.6.2) Neutrofilos bastonetes

Observa-se na Figura 16 gque os grupos A e B apresentaram aumento no 15°

d.a.i. seguido de queda no 30° d.a.i.. O grupo A demonstra aumento nos valores

médios a partir do 90° d.a.i. até o 150° d.a.i., com valores superiores aos do grupo

controle neste mesmo periodo. O grupo B apresenta valores superiores ao grupo A

até 0 120° d.a.i. e superiores a0 grupo controle durante todo o periodo experimental.
Houve diferenca estatisticamente significante (p=<0,05) entre os grupos A, B e

controle no 60° d.a.i., entre 08 grupos A e B no 75° d.a.i., e entre grupos B e controle

nos 15°, 75° e 165° d.a.i.
Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre coletas

(p>0,05).
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Figura 14: Valores médios da contagem global de leucécitos em cées controle,
inoculados com trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames
realizados no dia —2, no dia da inoculag&o e a cada 15 dias durante os 165 dias

do periodo experimental.
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Figura 15: Valores médios dos neutréfilos segmentados em cées controle,
inoculados com trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames
realizados no dia —2, no dia da inoculagédo e a cada 15 dias durante os 165 dias
do periodo experimental.
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Figura 16: Valores médios dos neutréfilos bastonetes em cées controle,

. com trofozoitos e inoculados com ci§tos de Giardia duodenalis.
go::ql:g c;:alizados no dia —2, no dia da inoculagéo e a cada 15 dias durante
o: 165 dias do periodo experimental. (*) representa diferenca estatisticamente

significante (p=0,05).



54

6.6.3) Eosindfilos

Os valores médios de eosindfilos dos grupos A e B (Figura 17) foram
superiores ao grupo controle em quase todos os dias experimentais, exceto no 105°
d.a.i.,, onde o grupo A mostra valores semelhantes ao grupo controle. Observam-se
picos superiores no 15°, 30°, 120°, 135° e 165° e no grupo B no 15°, 30° e 90° d.a.i.

Observou-se diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre todos os
grupos no 120° d.a.i., entre grupos A e controle no 135° e 165° d.a.i., e entre grupos
B e controle no e 165° d.a.i.. Entre coletas o grupo A apresentou diferenca
estatisticamente significativa do 105° ao 120° d.a.i.,, do 135° ao 150° d.a.i. e entre

150° e 165° d.a.i. (ps0,05).

6.6.4) Linfécitos

A Figura 18 mostra valores médios dos linfocitos. O grupo A apresenta
valores superiores em relagdo aos grupos B e controle em quase todos os dias
experimentais, exceto no 105° e 150° d.a.i.. O grupo B apresenta curva oscilante,
valores inferiores ao grupo A, aumento no 15° d.a.i. e picos inferiores ao grupo
controle no 45°, 75° e 120° d.a.i..

Foi observada diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos
A e B no 75° d.a.i.. Nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre

coletas (p>0,05).

6.6.5) Mondcitos

Na Figura 19 estdo representados os valores médios dos mondcitos. O grupo
A apresenta queda nos 15°, 45° e 105° d.a.i. e picos nos 120° e 165° d.a.i.. O grupo
B apresenta queda até o 45° d.a.i., pico no 90° d.a.i. e seguida queda até o 135°
d.a..

Houve diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos A e
controle no 45° e 105° d.a.i. e entre grupos A e B no 105° d.a.i.. Ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre coletas (p>0,05).
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Figura 17: Valores médios dos eosintfilos em cées controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2,
no dia da inoculagdo e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo
experimental. (*) representa diferenga estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 18: Valores médios dos linfécitos em cées controle, cdes inoculados com
trofozoitos e cées inoculados com cistos de Giardia duodenalis. Exames
realizados no dia -2, no dia da inoculagdo e a cada 15 dias durante os 165 dias

do periodo experimental. (*) representa diferenca estatisticamente significante
(p=0,05).
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Figura 19: Valores médios dos mondcitos em cées controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2,
no dia da inoculagéo e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo
experimental. (*) representa diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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6.6.6) Basofilos

Os valores medios das contagens de basoéfilos (Figura 20) dos grupos A, B e
controle apresentaram variagbes durante o periodo experimental. O grupo A
apresenta valores superiores a partir do 135° d.a.i.. O grupo controle apresenta
picos no 60° e 120° d.a.i..

Néo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os

grupos e entre coletas (p>0,05).

6.7) Bioquimica do Sangue
6.7.1) Proteinas totais

Na Figura 21 estdo representados os valores médios das proteinas totais.
Observa-se aumento nos valores médios do grupo A a partir do 75° d.a.i.. Os grupos
A, B e controle apresentaram valores aproximados durante a maior parte do periodo
experimental, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (p>0,05).

6.7.2) Albumina

Na Figura 22 estéo representados os valores médios da albumina. Observa-
se no 15° d.a.i,, aumento nos valores médios do grupo A e queda dos valores
médios do grupo B. A partir do 30° d.a.i. os grupos A e B mantiveram valores
superiores aos do grupo controle ateé o final do periodo experimental.

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) entre
todos os grupos no 105° d.a.i., entre grupos A e controle no 165° e entre grupos B e
controle a partir do 75° d.a.i..

Nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre coletas
(p>0,05).
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Figura 20: Valores médios dos basdfilos em cées controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2,
no dia da inoculagdo e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo
experimental.
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Figura 21 Valores médios das proteinas totais em cées controle, inoculados
com trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia
-2, no dia da inoculagéo, e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo
experimental.
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Figura 22 Valores médios da albumina em cées controle, inoculados com
trofozoitos e com cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia -2,
no dia da inoculagdo e a cada 15 dias durante os 165 dias do periodo
experimental. (*) representa diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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6.7.3) Alanina aminotransferase (ALT)

Verificando os valores médios de ALT, conforme Figura 23, o grupo A
apresenta aumentos no 30°, 90° e 165° d.a.i.. O grupo B apresenta aumento no 15°
d.a.i. e seguida queda no 30° d.a.i., mostrando valores médios superiores ao grupo
controle a partir do 45° d.a.i..

Entre coletas foi observada diferenga estatisticamente significante (p<0,05) no
grupo B entre 15° e 30° d.a.i.. N&o foram observadas diferencas estatisticamente

significantes entre grupos (p>0,05).

6.7.4) Gama-glutamiltransferase (GGT)

Na Figura 24 estdo representados os valores médios da enzima GGT. Os
grupos A, B e controle apresentaram valores médios semelhantes durante a maior
parte do periodo experimental, exceto o grupo A no 90° e 120° d.a.i..

Néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos e entre coletas (p>0,05).

6.7.5) Uréia

Conforme Figura 25 os grupos A e B apresentaram perfis semelhantes
durante praticamente todo o periodo experimental, com aumento nos valores medios
da uréia no 15°, 90° e 150° d.a.i., seguidos de quedas nas coletas seguintes a cada
aumento.

N&o foi observada diferenga estatisticamente significativa entre grupos e entre

coletas (p>0,05).

6.7.6) Creatinina

Observando os valores médios da creatinina, representados na Figura 26,
verifica-se que 0 grupo A apresenta queda até o 75° d.a.i., com valores sempre
inferiores que o grupo controle durante praticamente todo o periodo experimental. O
grupo B apresenta queda nos 15° e diminuicdo nos valores médios no 45° d.a.i.,
mantendo valores inferiores aos do grupo controle a partir do 60° d.a.i..

Houve diferenga estatisticamente significativa entre grupos A e controle no
75° d.a.i. (p<0,05) e entre coletas no grupo B entre 0 15° e 30° d.a.i..
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Figura 23 Valores médios da alanina aminotransferase em cées controle, caes
inoculados com trofozoitos e c&es inoculados com cistos de Giardia duodenalis.
Exames realizados no dia -2, no dia da inoculag&o, e a cada 15 dias durante os
165 dias do periodo experimental.
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Figura 24 Valores médios da enzima gama-glutamil transferase em caes controle,
cdes inoculados com trofozoitos e com inoculados com cistos de Giardia duodenalis.
Exames realizados no dia —2, no dia da inoculagéo, e a cada 15 dias durante os 165
dias do periodo experimental.
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Figura 25 Valores médios da uréia em cées controle, inoculados com trofozoitos e com
cistos de Giardia duodenalis. Exames realizados no dia =2, no dia da inoculagéo e a
cada 15 dias durante os 165 dias do periodo experimental.
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7.1) Exames Parasitologicos

7.1.1) Periodo pré-patente
No presente estudo, apesar das diferencas entre as formas e as quantidades

inoculadas, os cées dos grupos A e B apresentaram praticamente o mesmo periodo
pre-patente, com detecgdo dos cistos verificada entre o0 5° e 6° d.a.i. (Figuras 1 e 2).
Este periodo pre-patente observado, corrobora com as observacbes relatadas
por BARLOUGH (1979), KIRKPATRICK (1987), BORDEAU (1993) e LEIB & ZAJAC
(1999), que descrevem periodo pré-patente entre 5 e 16 dias em cies infectados
naturalmente, e com descricbes de HEWLETT (1982) e ZAJAC et al (1992), que
anotaram periodo pré-patente entre 5 e 12 dias trabalhando com cdes infectados

experimentalmente com Giardia duodenalis.

7.1.2) Cinética de eliminagao
Neste estudo observou-se ao longo do periodo experimental, alternancia de

resultados positivos e negativos quanto a eliminagdo de cistos nas fezes dos caes
inoculados com trofozoitos e com cistos. Este tipo de perfil demonstra o carater
intermitente de eliminacdo dos cistos de Giardia duodenalis, ja citado por varios
autores como BEMRICK (1963), ZAJAC (1992), BARR & BOWMAN (1994) e ZAJAC
et al. (2002). ANDERSON et al. (2004) comentam que este padr&o intermitente de
excrecdo dos cistos, aliado & baixa sensibilidade de deteccdo por métodos
convencionais, contribui para subestimar a real prevaléncia de Giardia duodenalis
em cées em varias partes do mundo.

Os cdes inoculados com trofozoitos (Figura 1) apresentaram resultados
negativos no periodo entre 0 91° e 105° d.a.i,, mostrando em seguida retorno de
resultados positivos. Este resultado pode sugerir uma reativagdo da eliminagéo de
cistos. Os trés animais deste grupo eram fémeas e manifestaram sinais
caracteristicos do ciclo estral (corrimento vaginal serossanguinolento e edema de
vulva), coincidindo com o periodo deste retorno da eliminagdo de cistos. O ciclo
estral caracteriza-se como uma fase de alteracbes hormonais, 0 que poderia
contribuir para o retorno da eliminagdo de cistos observada. ZAJAC et al. (1992)
utilizando cdes imunossuprimidos pela administragdo oral de corticosterdide,
descreve reativacdo semelhante com retorno da eliminagéo de cistos nas fezes apos
varios dias de resultados negativos, concluindo que na ocorréncia de uma
imunossupresséo, & possivel que pequenas quantidades de Giardia duodenalis no
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trato intestinal dos cdes sejam suficientes para a recrudescéncia de infecgéo
detectavel. Segundo ZAJAC et al. (2002), alguns animais persistentemente
infectados, ou repetidamente reinfectados, podem continuar contaminando o
ambiente sem mostrar doenga e desenvolver sinais novamente, caso tornem-se
imunossuprimidos. Entretanto, pelos resultados do presente trabalho, néo podemos
afirmar se ocorreu reativagéo da infecg@o ou se essa pausa da eliminagéo faz parte
do padrao intermitente da eliminagéo dos cistos.

Os caes do grupo A apresentaram negatividade a partir do 133° d.a.i. e os do
grupo B a partir do 112° d.a.i.. E prudente que esta negatividade ndo seja entendida
como auséncia do protozoario nos caes, pois existe a possibilidade de reativagio e
retorno da excregdo de cistos, semelhante ao observado no grupo A. BEMRICK
(1963), inoculando cées experimentalmente com Giardia duodenalis, descreve que
mesmo na auséncia de sinais clinicos os animais podem permanecer na condigio
de carreadores por periodos téo longos como 38 meses, durante os quais a

eliminacéo de cistos pode ser interrompida periodicamente.

7.2) Exame Fisico
A auséncia de sinais clinicos, ndo observados durante o periodo experimental

através da realizagdo dos exames fisico-clinicos nos cdes inoculados com
trofozoitos ou com cistos, entra em consenso com estudos que afirmam ser
freqliente a existéncia de cdes assintomaticos infectados com Giardia duodenalis
(LEIB & ZAJAC, 1999; ANDERSON et al., 2004, THOMPSON, 2004).

Quando a sintomatologia esta presente, autores mostram que o sintoma mais
comumente observado é a diarréia, podendo ocorrer sinais clinicos como
emagrecimento, letargia (BORDEAU, 1993; ANDERSON et al., 2004), anorexia
(LEIB & ZAJAC, 1999), e muito raramente febre e outros sinais sistémicos (ZAJAC,
1992). Entretanto, no presente trabalho nenhum destes sinais foi presenciado
durante o periodo de acompanhamento dos cées.

A giardiase clinica estd associada a animais que vivem em situagdo de
desequilibrio, exacerbando o efeito da infecgdo (THOMPSON, 2004). Durante todo o
periodo experimental, os cdes dos grupos A, B e controle estiveram sob condigdes
controladas de alimentagéo, profilaxia, higiene e manejo. Provavelmente estas
providéncias colaboraram para que os caes inoculados ndo manifestassem
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evidéncia de sinais clinicos significativos, a despeito da infecgio experimental com

Giardia duodenalis estar presente.

7.2.1) Freqliéncia cardiaca / pulso femoral
A diminuigéo dos valores médios da freqléncia cardiaca e do pulso femoral,

observadas nos grupos A, B e controle ao longo do periodo experimental,
provavelmente relaciona-se ao fato de serem utilizados cdes jovens em fase de
crescimento, nos quais a freqiiéncia cardiaca e o pulso femoral sdo mais acelerados,
A medida que os animais crescem, estes pardmetros diminuem, sendo este
decréscimo ocorréncia fisiologicamente normal (BRIGHT & HOLMBERG, 1993),

Nao existem relatos na literatura que relacionem alteragbes na freqiiéncia

cardiaca e no pulso femoral em cdes com giardiase.

7.2.2) Freqiiéncia respiratoria
Apesar das alteragbes verificadas quanto aos valores médios da freqiiéncia

respiratoria e das diferengas estatisticamente significantes verificadas (Figura 5), as
oscilagdes observadas sdo discretas, sendo prudente considerar a influéncia de
fatores como temperatura ambiente e caracteristicas da personalidade individual dos
cées, interferindo nos valores médios da freqliéncia respiratéria e resultando nas

diferengas observadas.
N3o existem na literatura estudos que mostrem associagbes entre a presenca

de Giardia duodenalis e alteragdes na freqliéncia respiratoria.

7.2.3) Peso
Todos os cdes dos grupos A, B e controle apresentaram ganho de peso

durante o periodo experimental, onde o grupo A apresentou valores inferiores aos
outros grupos durante todo o periodo experimental, quanto a este ganho (Figura 6).
No primeiro momento pode-se conjecturar que o tipo de inoculo, trofozoitos ou
cistos, sejam responsaveis pelo padrdo de curva observado e pelas diferencas
estatisticas entre os grupos A e B a partir do 105° d.a.i, todavia devem ser
considerados fatores, tais como crescimento dos animais e sexo. Assim, estes
valores ndo podem ser considerados como perda de peso, uma vez que apesar de

menor, o ganho de peso do grupo A foi progressivo.
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Os cées utilizados estavam com cinco meses no inicio do periodo
experimental e com o crescimento a tendéncia seria 0 aumento do peso, caso nio
houvesse influéncia da infecgdo. Os cdes do grupo A, por escolha aleatoria, eram
fémeas e fisiologicamente o desenvolvimento fisico das fémeas é geralmente
inferior, sendo caracteristica normal observada em cées.

Os resultados do presente trabalho né&o corroboram com as observagdes de
ZAJAC et al. (1992) e BORDEAU (1993), os quais comentam que a perda de peso
pode ser observada em cdes com giardiase, mas estao dentro do padrio descrito
para cées assintomaticos por BARR & BOWMAN (1994) e THOMPSON (2004).

7.2.4) Temperatura retal
Os valores médios da temperatura retal dos cées infectados e controle foram

semelhantes, variando entre 37,5°C e 38,6°C. Estes achados estédo de acordo com
observagées de BORDEAU (1993) e LEIB & ZAJAC (1999), que mencionam ser
uma ocorréncia muito rara em cées com giardiase, 0 aumento da temperatura.

7.3) Exames Hematolégicos

7.3.1) Hemacias
Foram observadas diferengas significantes entre os grupos no 15° e 120°

d.a.i. (Figura 8), apesar dos valores do grupo A apresentarem-se inferiores ao B e C
durante o periodo experimental. Segundo WEISER (1992), fisiologicamente a queda
nos valores de hemacias pode ocorrer devido a perda de eritrécitos através de
hemorragia ou hemdlise, as quais ndo foram verificadas neste experimento. Além da
perda de células, a produgédo diminuida ou insuficiente e outra possivel causa de

diminuicdo no numero de hemacias. As causas da diminuicdo do niUmero de

eritrécitos observada neste trabalho, principalmente no 15° provavelmente

envolvem processos de mé-digestdo ou ma-absorgéo de nutrientes e eletrélitos, fato
j& comentado por BORDEAU (1993) em estudos de Giardia em cdes. Estes
processos podem levar a deficiéncias, interferindo assim na produgéo de eritrécitos.
Segundo MEYER, COLES & RICH (1995), a produgéo de eritrécitos efetuada na
medula 6ssea, necessita de suprimento adequado de proteina, ferro, cobalto e
vitamina B12, e a deficiéncia em um ou mais destes nutrientes pode se manifestar

clinicamente como uma resposta eritrogénica diminuida.
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A associagéo entre Giardia duodenalis e deficiéncia de ferro, vitamina B12 e
acido félico no homem é descrita por HEAZLEWOOD (1987) e por OLIVARES et al.
(2002, 2004), entretanto mesmo no homem a patogenia ainda ndo esta delineada,
necessitando outros estudos. N&o foram encontrados relatos na literatura sobre
alteragdes eritrocitarias em cées com Giardia duodenalis, ndo sendo claro o
mecanismo envolvendo a diminuicdo de hemacias observada no presente
experimento.

Deve-se ressaltar que a patogenia no c&o e desconhecida, mas é possivel

que a ma absorgdo e ma digestéo, fatores que provavelmente s&o os iniciadores de

alteragbes no quadro hematologico observado, estejam associadas com

mecanismos de apoptose e alteragdo da permeabilidade do epitélio intestinal (CHIN,
2003). Outra hipotese seria a criagdo de barreira fisica entre o epitélio intestinal e o
lumem do intestino, resuitante da rapida multiplicacéo dos trofozoitos por divisio
binaria, interferindo com o processo de absorgéo de nutrientes (FAUBERT, 2000).

Os valores médios inferiores do grupo A em relacdo aos outros grupos,
sugerem que a quantidade ou o tipo de indculo possa interferir. Os animais do grupo
A foram infectados com uma grande quantidade de trofozoitos, que é a forma ativa
do de Giardia duodenalis, forma evolutiva que adere e promove atividade proteolitica
resultando em possiveis alteragdes observadas no epitélio intestinal (CHIN et al.,
2002; JIMENEZ et al., 2004). Deve-se enfatizar que 0os mecanismos imunoldgicos,
patolégicos e fisiolégicos associados a Giardia duodenalis ndo estéo claros.

MONIS & THOMPSON (2003) afirmam que diferentes isolados resultam em
diferencas quanto a especificidade do hospedeiro e quanto a magnitude da
patogenia. Da mesma forma, FAUBERT (2000) confirma a ocorréncia de diferentes
respostas imunes em humanos, ratos e camundongos devido a existéncia de
variacdo antigénica entre diferentes isolados de Giardia duodenalis. No presente
trabalho os trofozoitos eram caracterizados geneticamente como PORTLAND I,
padrzo, considerado subgrupo zoonético, porém os cistos nao foram caracterizados,
podendo estes ser de subgrupo diferente e, portanto, com patogenicidade diferente.
Essa hipétese deve ser considerada, apesar de néo terem sido realizados estudos
de epidemiologia molecular com os cistos provenientes das criangas e inoculados

nos cées do experimento,
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7.3.2) Hemoglobina e hematocrito
Com relagéo a hemoglobina, os valores médios do grupo infectado A foram

inferiores aos dos grupos B e controle nas colheitas realizadas, sendo significativo
no 15° d.a.i (Figura 9). Neste caso pode-se conjecturar, semelhante ao observado
nas hemécias, que os fatores quantidade de inbéculo, forma do indculo e

patogenicidade do isolado estejam envolvidos.
Também no hematécrito (Figura 10) observaram-se valores inferiores do

grupo A em relagéo ao B e controle, com diferenga estatistica no 15° d.a.i..

Os resultados observados dos valores médios de hemoglobina e hematécrito
mostraram-se semelhantes, evidenciando paralelismo comentado por JAIN (1986).
Baseando-se nos resultados da série vermelha envolvendo hemécias, hemoglobina
e hematdcrito, observa-se que os cées inoculados com trofozoitos apresentaram
quadro de discreta anemia, no 15° d.a.i. Este quadro de anemia e os valores
inferiores do grupo A em relagdo aos outros grupos, podem estar relacionados
possivelmente com perda de nutrientes, que apesar de ndo comprovados em
relacdo a giardiase, foram relatadas por HEAZLEWOOD (1987) e por OLIVARES et
al. (2002, 2004) em estudos com humanos.

Alteragbes no hematocrito € hemoglobina em cdes né&o foram comentadas na

literatura por pesquisadores que trabalham com Giardia dudenalis.

7.3.3) indices Hematimétricos
Analisando os valores médios dos indices de VGM, HGM e CHGM, verifica-se

que todos os cdes inoculados com Giardia duodenalis apresentaram hemécias
normociticas e normocrémicas, tanto cées do grupo A inoculados com trofozoitos,
como do grupo B inoculados com cistos, ndo sendo identificada interferéncia da

quantidade de formas inoculadas ou da forma morfolégica infectada.
A anemia normocitica normocrémica esta ligada a deficiéncia precoce de ferro

e vitamina B12 (SILVEIRA, 1988; MEYER, COLES & RICH, 1995). Esta afirmativa
pode reforcar a possibilidade de relagdo entre a infecgéo por Giardia duodenalis e
deficiéncia de nutrientes, como citado por HEAZLEWOOD (1987) e OLIVARES

(2002, 2004), que relatam associagdo entre Giardia duodenalis e deficiéncia de

ferro, vitamina B12 e acido folico no homem.
Nzo existe na literatura estudo sobre os indices hematimétricos em cées ou

em outras espécies associadas a presenga de Giardia duodenalis.
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7.4) Contagem Global de Leucdcitos
A auséncia de diferengas significativas nas oscilagbes observadas dos

valores médios da contagem global de leucécitos dos grdpos A e B (Figura 14),
sugere um aparente estado de normalidade sistémica, nao refletindo a infecgéo com

Giardia duodenalis nos cées inoculados com trofozoitos ou com cistos.
Apesar de nao existirem na literatura trabalhos mostrando a relacdo entre

Giardia duodenalis em cées e alteragdes leucocitarias, possiveimente o

comportamento leucocitario dos caes inoculados neste experimento seja semelhante
ao descrito em modelos experimentais por FAUBERT (2000), KASPER & BUZONI-
GATEL (2001) e JIMENEZ et al. (2004). Estes autores citam que tanto a Giardia
duodenalis, como a conseqlente resposta imune do hospedeiro, manifestam-se
principaimente de forma localizada com resposta imune sistémica minima, nio

ocorrendo invaso de tecidos pelo protozoario.

7.5) Leucometria Especifica

7.5.1) Neutréfilos segmentados
O padréo de curva apresentado pelo grupo A, com valores médios dos

neutréfilos segmentados inferiores durante a maior parte do periodo experimental
(Figura 15), possivelmente representa uma resposta do organismo hospedeiro a
alguma patogenfa ou processo inflamatério no epitélio intestinal, onde haveria
migracdo dos neutréfilos segmentados para os tecidos. MEYER, COLES & RICH
(1995), descrevem que o processo inflamatorio causa aumento na marginagéo e
migracdo dos neutréfilos para os tecidos, com imediata diminuicdo dos neutréfilos

circulantes.
Entretanto, trabalhos como o de JIMENEZ et al. (2004) demonstram em

camundongos que Giardia duodenalis é capaz de causar patogenia no epitélio
intestinal, porém o desenvolvimento de processo inflamatério e a conseqlente
participacdo de leucécitos sdo locais, incluindo os neutrdfilos, ndo havendo
embasamento demonstrando a dinadmica sistémica ou estudo avaliando o
comportamento de neutréfilos segmentados em cdes com Giardia duodenaljs.
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7.5.2) Neutrofilos bastonetes
Com relagéo aos bastonetes (Figura 16) os niveis do grupo B foram

Superiores aos dos grupos A e controle em alguns dias, onde também foram
observadas diferengas estatisticamente significantes (p<0,05). As oscilagdes
observadas sugerem mecanismo dinamico das células e talvez estejam relacionadas
com presenga de Giardia duodenalis no epitélio intestinal. A presenca do protozoario
poderia interferir na cinética de neutréfilos segmentados, exigindo a liberagédo de
neutréfilos bastonetes da medula dssea, na tentativa de prover defesa imune mais
efetiva. Segundo MEYER, COLES & RICH, (1995), o aparecimento de neutréfilos
bastonetes indica um aumento da liberagdo para a circulagdo, em resposta a
diminuigdo de neutréfilos segmentados resultante provavelmente pela migracao
destes ao foco inflamatério.

Apesar desta hipotese, mesmo existindo diferengas significativas, os
aumentos e quedas observados no presente estudo ndo atingiram valores
considerados expressivos e provavelmente ndo indicam atividade associada 3

presenca do protozoario.
Nio existe estudo avaliando o comportamento de neutréfilos bastonetes em

caes com Giardia duodenalis.

7.5.3) Eosindfilos
Os aumentos observados nos valores médios de eosindfilos, nos grupos A e

B comparados ao grupo controle (Figura 17), provavelmente estdo associados a
interacbes entre o epitélio intestinal dos cées inoculados e a presenca do
protozoario, representando reflexo da sensibilidade a proteinas da Giardia
duodenalis ou a seus produtos secretdrios.

BORDEAU (1993) descreve que cies com giardiase apresentam tendéncia a
eosinofiia. No presente trabalho, apesar dos resultados n&o poderem ser
caracterizados como eosionofilia absoluta, & provavel que as oscilagbes observadas
nos grupos A e B em relagdo ao controle estejam relacionadas com a presenga de
Giardia duodenalis nos caes inoculados, principalmente no 15° e 120° d.a.i., periodo
onde também foram observadas alteragbes no eritrograma. As curvas observadas
nos grupos A e B sugerem que os eosindfilos respondem a Giardia duodenalis,
independente da forma morfolégica administrada e da quantidade das formas

inoculadas.
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Eosindfilos estdo presentes no sangue e nos tecidos, predominantemente na

pele, pulmdes, intestinos e trato geniturinario, e variagées do numero de eosindfilos

sdo geralmente proporcionais ao grau de estimulagdo antigénica, resultante

principalmente pela presenca de parasitos (JAIN, 1986).
Apesar de néo haver estudo associando Giardia duodenalis e eosindfilos em
cies, provavelmente a resposta eosinofilica nos cies seja semelhante a estudos

utilizando modelos experimentais. Camundongos inoculados com Giardia duodenalis

demonstram que O0S eosinofilos participam ativamente da resposta imune do

hospedeiro (JIMENEZ et al., 2004).

7.5.4) Linfocitos
No presente estudo, as alteragbes observadas nos valores médios de

linfocitos absolutos mostraram-sé discretas, mesmo com 0s valores superiores do

grupo A e das oscilagbes observadas nos grupos A e B. Verificando a Figura 18,
observa-se que os perfis de todos os grupos s#o relativamente estaveis, resultando

em diferenca estatisticamente significante apenas no 75° d.a.i..
O aumento nos valores medios de linfocitos apresentados pelos grupos A e B

no 15° d.a.i., poderia representar uma resposta a presenga do protozoario nos caes

inoculados, mostrando-se mais acentuada nos animais do grupo A. Os valores

médios superiores dos cides do grupo A, durante praticamente todo o periodo

experimental, talvez estejam relacionados com diferengas de antigenicidade entre
trofozoitos e cistos, lembrando que O grupo A recebeu indculo com formas
reconhecidamente pertencentes a Assemblage A, enquanto o grupo B recebeu
cistos indefinidos geneticamente. A variagdo antigénica entre diferentes isolados de
Giardia duodenalis, interferindo na magnitude da resposta imune € afirmada em
trabalhos como os de FAUBERT (2000) e MONIS & THOMPSON (2003). Além da

antigenicidade, a diferenca entre as quantidades de formas morfologicas utilizadas

talvez exerca influéncia na resposta linfocitaria.

Os resultados deste trabalho ndo corroboram com descrigdo de LATIMER &
MEYER (1992), onde os valores de linfocitos sanguineos em caes, séo freqliente e
dramaticamente alterados secundariamente aos estados fisioldgicos, moléstias

diversas e administragdo de drogas. A curva dos linfocitos verificado neste

experimento, aparentemente nio reflete a presenga de Giardia duodenalis, apesar
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de SINGER & NASH (1999) descreverem a importancia dos linfcitos no controle de

| giardiase aguda em camundongos.

N&o ha relatos na literatura sobre o comportamento dos linfocitos em cées

infectados com Giardia duodenalis.

7.5.5) Monaécitos
As alteragbes observadas nos valores dos mondcitos podem estar

relacionadas & presencga e/ou atividade de Giardia duodenalis no epitélio intestinal
dos cées, possivelmente envolvendo processos inflamatdrios locais e consegiiente
ativagdo do sistema fagocitico mononuclear. A ocorréncia desta ativagio ¢ sugerida
nos cdes do grupo A (Figura 19), demonstrando quedas acentuadas que poderiam

representar migragdo de monocitos para os tecidos no 15° e 105° d.a.i., periodos
onde é registrado o inicio da infeccdo e retorno da excregdo de cistos,

respectivamente.

Segundo MEYER, COLES & RICH (1995), os mondcitos circulantes migram
para o interior dos tecidos e se transformam em macréfagos, desempenhando suas
funcdes na resposta imune e estimulando a monocitopoiese. Entretanto, LATIMER &
MEYER (1992) afirmam que variagbes amplas nas contagens monocitarias s&o
comuns, tanto em afecgbes agudas como crénicas e até mesmo em lesdes
relacionadas com traumatismos.

N3o existe estudo descrevendo comportamento dos mondcitos em cédes com
Giardia duodenalis, mas é provavel que o processo é semelhante ao observado em
outros modelos experimentais, como estudo de JIMENEZ et al. (2004), que descreve
a formagé&o de infiltrado de células mononucleares em camundongos em resposta a

antigenos de excregéo e secregéo de Giardia duodenalis.

7.5.6) Basdfilos
Apesar das oscilagdes observadas nos valores medios de basdfilos (Figura

20), nao foram verificados valores considerados expressivos de basofilia, além de
nao serem verificadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos A, B

e controle (p>0,05).
Geralmente aumento nos valores de basdéfilos acompanha aumento de

eosindfilos, em resposta a estimulo comum (LATIMER & MEYER, 1992), mas este
fato ndo foi verificado no presente estudo, indicando que as oscilagbes observadas
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quanto aos valores médios de basodfilos, provavelmente néo refletem a presenca de

Giardia duodenalis.

7.6) Bioquimica do Sangue

7.6.1) Proteinas totais
Como demonstrado na Figura 21, verificou-se que os animais infectados nao

apresentaram variagdo nas curvas durante o periodo experimental. Apesar dos
valores inferiores ao controle em varios dias, a auséncia de diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (p>0,05) sugere que a presenca de
Giardia duodenalis nao influenciou nos valores médios da dosagem de proteinas

totais dos caes inoculados tanto com trofozoitos quanto com cistos.

7.6.2) Albumina
Com relagdo & dosagem de albumina serica, os valores médios superiores

dos grupos A e B comparados ao grupo controle (Figura 22) nido devem ser
considerados como hiperalbuminemia, caracteristica em casos de desidratagéo
aguda ou choque.

Neste trabalho as alteragbes observadas foram discretas, ndo registrando
alteragdo que pudesse caracterizar hipoalbuminemia, a qual poderia indicar
insuficiéncia hepatica. Segundo CENTER (1992), a albumina & proteina plasmatica
fundamental, sintetizada inteiramente pelo figado, e pode ser usada como indicador
da fungdo hepatica. A diminuicdo dos valores de albumina nem sempre &
identificada, devido a processos homeostaticos envolvendo concentragdo de
globulinas minimizando a concentragéo plasmatica (MEYER, COLES & RICH, 1995).

Os resultados aqui apresentados, sugerem que Giardia duodenalis nzo
interferiu nos valores médios da dosagem de albumina nos caes inoculados. Ndo ha
estudos ou literatura relacionando valores de albumina em cées infectados com

Giardia duodenalis.

7.6.3) Lesdo hepatica

7.6.3.1) Alanina aminotransferase (ALT)
Os valores médios da alanina aminotransferase (ALT) dos grupos A e B

mostraram oscilagbes durante o periodo experimental, mas estatisticamente nio
foram observadas diferengas significativas entre os grupos (Figura 23). Somente o
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aumento desta enzima tem significado clinico, existindo grande variabilidade entre
as contagens minimas (WILLARD et al., 1989). Neste trabalho, as oscilagbes
observadas na atividade desta enzima, aparentemente ndo indicam alteracéo da
atividade hepatica e provavelmente ndo estdo relacionadas com a presenga de
Giardja duodenals.

A ALT esté presente em grande quantidade no citosol dos hepatécitos. E
considerada hepatoespecifica no cdo, onde a magnitude de sua elevaggo
geralmente se correlaciona com o numero de celulas envolvidas, sendo importante
na avaliagdo de injurias hepaticas, embora distirbios focais e difusos ndo possam
ser diferenciados (CENTER, 1992).

E importante comentar que a atividade da alanina aminotransferase aumenta
durante hemolise ou em certos disttirbios hematoldgicos, como na anemia, devido a
sua atividade nos eritrécitos. De acordo com as observagdes hematoldgicas (Figuras
6, 7, e 8) discutidas anteriormente, os cées do grupo A, inoculados com trofozoitos,
apresentaram discreta anemia no 15° d.a.i, entretanto o valor médio da ALT
apresentou aumento muito discreto, néo demonstrando relagéo com as alteracées

eritrocitarias.
Nao existe literatura relacionando o comportamento da ALT em caes com

giardiase.

7.6.3.2) Gama-glutamiltransferase (GGT)
Os perfis semelhantes dos valores meédios da enzima gama-

glutamiltransferase (GGT) dos grupos A, B e controle, junto com a auséncia de
diferencas estatisticamente significativas (Figura 24), mostram que a presenca de
Giardia duodenalis ndo interfere na GGT de cies com giardiase. Valores baixos para
essa enzima nédo tem significado clinico, exceto em doengas terminais associadas
ao figado .

O aumento de GGT esta associado a hepatopatias envolvendo colestase
cronica intra ou extra-hepatica, onde seria observada ictericia nos soros (WILLARD
et al., 1989; CHEW & DIBARTOLA, 1992). Durante o experimento néo foi observada
alteracdo na coloragdo que fosse indicativa de ictericia em nenhum dos cées
inoculados, seja no exame do soro coletado ou no exame fisico das mucosas. Esta
auséncia confirma que ndo foram observados dados que sugerissem alteragdes

hepaticas.
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NZo existem relatos na literatura associando a dosagem desta enzima com

animais infectados com Giardia.

7.6.4) Atividade renal

7.6.4.1)Uréia

Conforme a Figura 25, verifica-se que 0S grupos A e B apresentaram

oscilagbes nos valores médios de uréia, todavia, ndo foi observada diferenca

significativa (p>0,05). As alteracdes verificadas foram discretas e
ficam sinal de alteragio renal ou hepética. E prudente
cida aos caes pode ter interferido em algumas

estatisticamente
provavelmente ndo signi
considerar que a alimentacéo forne

dessas oscilagbes, devido & racdo utilizada neste experimento conter alto nivel

protéico.

A uréia é resultante do metabolismo de proteinas, sendo sintetizada pelo

figado e eliminada pelos rins, e sua determinacdo auxilia na identificacdo de

insuficiéncia hepatica e na avaliacdo da fungéo renal (SILVEIRA, 1988). O nivel de

nitrogénio uréico no sangue (BUN) é afetado ndo somente pelas alteragdes renais

podendo ocorrer oscila

aumentada ou diminuida de prot
ariamente nao renal (CHEW & DIBARTOLA, 1992).
em estudos associando niveis de uréia com giardiase no homem ou

~

cbes diversas nos valores de uréia devido a ingestéo
einas, fatores fisiolégicos ou doengas de origem

prim
N3ao exist

em animais.

7.6.4.2) Creatinina
A Figura 26

creatinina inferiores ao grupo
porém nao foram identificadas diferencas e

mostra que 0s grupos A e B apresentaram valores medios de
controle na maioria dos dias do periodo experimental
statisticamente significativas entre os

grupos.

Deve-se ressaltar que os valores diminuidos de creatinina sérica ndo tém

endavel efetuar a dosagem de creatinina em

significado clinico, sendo recom
fiavel da funcdo renal (SILVEIRA,

paralelo com a uréia, para avaliagdo mais con
o observado entre coletas no grupo A, entre o 15° e 30° d.a.i., n&o

1988). O aument
ores médios de uréia (Figura 25), ndo sugerindo

foi acompanhado pelos val
influéncia na atividade renal devido a Giardia duodenalis.
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A creatinina é produto da degradagao nio-enzimatica da fosfocreatinina no
musculo, ndo sofre apreciavel metabolismo, sendo excretada quase inteiramente por
filtragdo glomerular. Assim, a sua determinagdo propicia uma boa estimativa da

funcéo renal (SILVEIRA, 1988).
N3o existem estudos relacionando a creatinina com giardiase no homem ou

em animais.
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8 - Conclusdo
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- Os isolados humanos de Giardia duodenalis, sejam constituidos com
trofozoitos de Giardia duodenalis geneticamente definidos ou com cistos nao
caracterizados geneticamente, sdo capazes de infectar caes.

- O periodo pré-patente da infecgéo experimental em caes, com trofozoitos e

cistos de Giardia duodenalis é de 5-6 dias.
- Caes infectados com trofozoitos ou com cistos de Giardia duodenalis,

originarios de isolado padrdo e de fezes humanas, respectivamente, apresentam

eliminacéo intermitente de cistos nas fezes por varios dias.
- Os caes experimentalmente inoculados com Giardia duodenalis de origem

humana ndo apresentaram alteragdes fisicas.
- Ocorreu discreta anemia normocitica normocrémica nos cées inoculados

com trofozoitos, principalmente no 15° d.a.i,
- A contagem absoluta de leucdcitos néo foi alterada pela infecg¢éo por Giardia

duodenalis.
- As contagens diferenciais de neutréfilos, linfécitos, monécitos e baséfilos

n&o apresentaram alteragdes significativas.
. Os eosindfilos apresentaram-se alterados pela infecco de Giardia

duodenalis em caes inoculados com isolados humanos.

- Os parametros bioquimicos analisados pela dosagem de proteinas totais,
albumina, alanina aminotransferase, gamma glutamiltransferase, uréia e creatinina,
ndo apresentaram alteragdes associadas a presenca de Giardia duodenalis nos

caes inoculados.
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