
 

Figura. 7: Imagens obtidas por Microscopia Eletrônica de Varredura de fragmentos 
intestinais de gerbils (Meriones unguiculatus), grupo controle e inoculados 
experimentalmente, com diferentes doses de trofozoítos do isolado humano Portland-1 de 
Giardia duodenalis. A) Grupo controle no 5o d.a.i (500X). Escassez de muco recobrindo a 
mucosa intestinal. B) Grupo B no 5o d.a.i (500x). Observar densa camada de muco recobrindo 
todo o fragmento. C) Grupo E no 23o d.a.i (1000x). Em destaque, trofozoítos imersos em 
muco na porção apical do vílon. D) Grupo F no 5o d.a.i (1000x). Presença de trofozoítos 
(ponta de seta) na região do ápice da vilosidade com traços de muco. E) Grupo F no 17o d.a.i 
(1000x). Nichos de trofozoítos (circulados) localizados na base da vilosidade. F) Grupo E no 
17o d.a.i (500x). Nichos de trofozoítos (circulados) localizados na base e região mediana das 
vilosidades. G) Grupo E no 23o d.a.i (2000x). Trofozoítos (seta) em maior aumento. H) Grupo 
D no 17o d.a.i (2000x). Note a presença de marca circular (seta) no topo da vilosidade. I) 
Grupo F no 35o. d.a.i. (500x).Não foram observados trofozoítos ou excesso de muco.  
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6. Discussão 

A infecção por Giardia duodenalis é considerada grande problema de saúde 

pública devido a sua facilidade de transmissão e patologia (THOMPSON, 2000). Em 

humanos, pouco se sabe a respeito dos mecanismos patogênicos envolvidos nesta 

infecção, principalmente, devido à dificuldade em se realizar estudos controlados 

nestas populações (ASTIAZARÁN-GARCÍA et al., 2000). O uso de animais 

experimentais, principalmente gerbils (Meriones unguiculatus), para o estudo do 

desenvolvimento desta infecção, tem sido amplamente preconizado (BELOSEVIC et 

al., 1983; BURET; GALL; OLSON, 1991; BURET et al., 1992; MOHAMED; 

FAUBERT, 1995). 

O período pré-patente e a cinética da infecção, observada neste estudo, 

corroboram com o obtido por outros autores que realizaram inoculações com 

trofozoítos do isolado Portland-1 ou de outros, onde relataram período pré-patente 

entre 9 e 12 d.a.i. e  eliminação de cistos de forma intermitente e em quantidade 

irregular, até o 30° d.a.i. (BELOSEVIC et al., 1983; AGGARWAL; NASH, 1987; 

ASTIAZARÁN-GARCÍA et al.,2000). Belosevic et al (1983), utilizando como inóculo 

5x103 trofozoítos do isolado Portland-1 de Giardia duodenalis, observaram período 

pré-patente entre 9 e 12 d.a.i, com pico de eliminação na 4ª semana após a inoculação, 

ritmo de eliminação intermitente até o 30° d.a.i., com maior número de trofozoítos 

recuperados da mucosa (6,36 x106) no 15° d.a.i.  

Diferente do observado por Buret; Gall; Olson (1991) que observaram 

eliminação dos primeiros cistos no 6° d.a.i, com pico de recuperação de trofozoítos nos 

dias 4 e 6 após a inoculação com inóculação 2x105 trofozoítos do isolado Portland-1. 
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Esta diferença entre os dados apresentados por estes autores e os apresentados neste 

estudo, pode estar relacionada à fatores do hospedeiro. Scott et al. (2000) trabalhando 

com ratos imunodeficientes, observaram maior infecção e maior eliminação de cistos, 

quando comparado aos animais imunocompetentes, podendo associar o grau de 

infecção com as condições imunológicas do hospedeiro. 

Neste estudo, os animais do grupo B, inoculados com 10 trofozoítos, 

apresentaram alterações histopatológicas e recuperação de trofozoítos da mucosa 

intestinal, com valores semelhantes aos obtidos dos animais inoculados com maiores 

doses de trofozoítos. Roxström-Lindquist et al., 2006 comenta que a amplificação 

celular da Giardia ocorrida entre o estágio de excizoíto (16N) dando origem à  quatro 

trofozoítos (4N) pode explicar, parcialmente, a presença de infecções com menores 

doses de inóculo. Além disso, a intensidade da infecção pode estar mais relacionada às 

condições individuais do que à dose de inóculo (ECKMAN, 2003).  

As alterações na arquitetura da mucosa intestinal dos animais experimentais, 

tais como, redução na altura das vilosidades e hiperplasia das criptas aqui observadas, 

também foram relatadas em outros estudos. Inoculando 2x105 trofozoítos de Giardia 

duodenalis em gerbils, Buret et al., (1992) observaram uma redução significante na 

altura das vilosidades associada a hiperplasia das criptas. Leitch et al. (1993) 

inoculando experimentalmente 103 cistos em gerbils, observaram hipertrofia 

significante nas criptas duodenais dos animais inoculados em relação ao grupo 

controle. Em 1997, Hardin et al. Inocularam, experimentalmente, 2 x 105 trofozoítos 

em gerbils e observaram no 6o d.a.i., aumento na altura do vílon e da cripta. Ridley e 

Ridley (1976) estudando a patologia de 38 casos de infecção natural por Giardia 
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duodenalis através de biópsias intestinais, encontraram em 20 pacientes a razão 

vílon/cripta de aproximadamente 21/2:1, obtida por aumento na altura das criptas, 

enquanto a razão em indivíduos não parasitados é de aproximadamente 5:1.  Poley e 

Rosenfield (1982) observaram presença de hiperplasia focal no intestino de duas 

crianças naturalmente infectadas, pela ingestão de água contaminada com cistos de 

Giardia. Em 1997, Oberhuber, Kastner e Stolte encontraram em 4% dos pacientes, 

com biópsias positivas para Giardia duodenalis, redução na altura das vilosidades, 

associada ao aumento moderado no número de linfócitos intraepiteliais e infiltração da 

lâmina própria por granulócitos, linfócitos e plasmócitos.  

Outros estudos realizados em humanos preconizam, no entanto, a inexistência 

de qualquer alteração histopatológica que pudesse ser identificada por microscopia de 

luz ou eletrônica (BARBIERI et al., 1970; TEWARI; TANDON, 1974; 

ERLANDSEN; CHASE, 1974; KLIMA et al., 1977; DUCOMB et. al., 1978). Deve-se 

ressaltar que os isolados utilizados pelos pesquisadores acima citados, foram diferentes 

do isolado Portland-1 utilizado neste estudo. Eckman (2003) relata que, a existência de  

diferenças genotípicas e fenotípicas entre os diferentes isolados podem influenciar na 

virulência dos isolados, tanto em infecções naturais quanto experimentais. No entanto, 

os resultados obtidos neste estudo com a utilização do isolado Portland-1, ficaram bem 

próximos aos obtidos pelos autores com a utilização de outros isolados.  

O processo de adesão do parasito à mucosa intestinal e conseqüentemente o 

desencadeamento da resposta imunológica, têm sido considerados como principais 

causas do dano à mucosa (PEGADO; SOUZA,1994; KATELARIS; NAEEM; 

FARTING, 1995; CÉU-SOUZA et al., 2001). Os trofozoítos aderidos à mucosa são 
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capazes de aumentar a permeabilidade de células epiteliais não-transformadas, através 

do rompimento das junções íntimas presentes entre elas (BURET et al., 2002). Este 

aumento na permeabilidade, pode ser devido à rearranjos no citoesqueleto destas 

células (TEOH et al., 2000), como resultado de clivagem Caspase-mediada das 

proteínas formadoras do cistoesqueleto (CHIN et al., 2002).  

O processo inflamatório da mucosa, desencadeado pela ação de antígenos de 

excreção e secreção, também, tem sido incriminado como causa do dano à mucosa na 

giardíase, como observado por Jiménez et al., (2004). Mediante a inoculação desses 

antígenos em camundongos Balb/c, estes autores observaram que, cisteino-proteínases 

presentes nestes antígenos de excreção e secreção, são capazes de causar danos à 

mucosa intestinal, assim como, ocorre na amebíase (ZHANG et al. 2000). 

As alterações histológicas observadas neste estudo podem indicar que a redução 

na razão vílon/cripta possa ser resultante, principalmente, do fenômeno de hiperplasia 

observada nas criptas durante a infecção.  

A análise dos dados obtidos dos animais pertencentes ao grupo D, sustenta esta 

hipótese. Neste grupo não pode ser observada, diferença significativa entre a razão 

vílon/cripta, sendo observado apenas, redução significativa média de 38% na altura 

das vilosidades em relação ao grupo controle (p<0,001). Leitch et al., (1993) 

encontrando resultados semelhantes, cogitaram que a ausência de alterações 

significativas, em alguns animais, poderia ser justificada pelo comprimento 

considerável das vilosidades em gerbils, o que poderia mascarar possíveis diferenças 

significativas. Uma outra possível explicação para a ausência de diferenças 

significativas em alguns animais, pode estar relacionada na ação profilática que a flora 
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intestinal normal pode desenvolver contra infecções. Experimentos de co-cultivo de 

células epiteliais intestinais com lactobacilos comensais e trofozoítos de Giardia sp., 

têm resultado em inibição da proliferação deste parasito (PEREZ et al. 2001). Singer e 

Nash (2000) inoculando experimentalmente em duas linhagens de camundongos 

isogênicos, obtidas de diferentes fontes comerciais, observaram diferentes intensidades 

de infecções nestes animais. El-Shewy e Eid (2005) propuseram mecanismo de ação 

para este processo de proteção pela flora entérica, considerando que, trofozoítos 

podem incorporar bactérias endosimbiontes e após esta incorporação os trofozoítos 

seriam capazes de estimular a degranulação de células de Paneth, liberando proteases 

como as defensinas, que promoveriam a lise dos trofozoítos próximos a estas células. 

A existência de correlação inversa entre o número médio de cistos eliminados e 

a redução na razão vílon/cripta, pode ser explicada pela recuperação da mucosa 

ocorrida após a eliminação de maior quantidade de cistos, comprovado pela 

morfometria.  

Neste estudo, observou-se colonização intestinal sob a forma de nichos e não 

em forma de “atapetamento”, como citado por Barbieri et al. (1970) e Hall (1994), 

além de grandes áreas livres de trofozoítos e aumento na produção de muco. Estes 

achados foram semelhantes aos de outros autores, em trabalhos com infecções naturais 

e experimentais (TAKANO; YARDLEY, 1965; POLEY; ROSENFIELD,1982; 

LEITCH et al, 1989; ASTIAZARÁN-GARCÍA et al.; 2000). O maior número de 

nichos de colonização intestinal por trofozoítos, foi observado nos dias em que a maior 

quantidade de trofozoítos foi recuperada da mucosa, em cada grupo, sugerindo 

possível relação entre estes dados.  
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A produção de muco tem papel importante na defesa do hospedeiro contra a 

giardíase. A presença de mucinas na luz intestinal tem sido relacionada à redução da 

capacidade de adesão do parasito ao epitélio intestinal (CEBRA, 1999). Este aumento 

na secreção de muco ocorre rapidamente em resposta à colonização intestinal por 

patógenos (MONCADA; KAMMANADIMINTI; CHADEE, 2003). A imersão do 

parasito em muco e sua conseqüente remoção via peristaltismo intestinal, pode 

influenciar na intensidade da infecção (WALKER; OWEN, 1990). 
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7. Conclusões 

- O período pré-patente observado foi de 12 dias para todos os grupos 

inoculados; 

- A eliminação de cistos manteve-se de forma intermitente e em quantidade 

variável até o 35o d.a.i; 

- A dose de inoculo de trofozoítos não interferiu no período pé-patente e na 

cinética da infecção; 

- Não foi observada correlação entre a dose de inóculo de trofozoítos e o 

número médio total de cistos eliminados por cada animal pertencente aos 

grupos inoculados; 

- Ocorreu correlação positiva entre a dose de inóculo e o número de 

trofozoítos recuperados diretamente da mucosa dos animais inoculados; 

-  Não foi observada relação entre a dose de inóculo e o desenvolvimento de 

alterações histopatológicas no intestino delgado dos animais inoculados; 

- Observou-se correlação inversa entre o número médio de cistos eliminados e 

a redução da razão vílon/cripta; 

- Os trofozoítos colonizaram o intestino dos animais inoculados sob a forma 

de nichos, sendo esta colonização acompanhada por aumento na produção 

de muco.  
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Anexo A- Soluções 

 

Meio de Cultura para G. duodenalis- TYI-S- 33 modificado 

Tripticase                                                        10,0 g 

Extrato de levedura                                          5,0 g 

Glicose                                                             5,0 g 

Cloreto de Sódio (NaCl)                                  1,0 g 

Fosfato bi-ácido de Potássio (KH2PO4)           0,5 g 

Fosfato monoácido de Potássio (K2HPO4)      0,3 g 

L- Cisteína       1,0 g 

Ácido Ascórbico 0,1 g 

Citrato Férrico II   0,011 g 

Bile Bovina 0,3 g 

Água destilada q.s.p.                                     450 mL 

- Acrescentar: 

 50 mL de soro bovino, inativado à 56oC durante 30 minutos; 

 Penicilina G potássica: 200 UI/mL de meio de cultura; 

 Streptomicina 100 µg/ mL de meio de cultura. 

- Filtrar em filtro tipo Seitz e distribuir em tubos de ensaio de boca rosqueada. 
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Solução Salina Fosfatada (PBS) 

Cloreto de Sódio (NaCl)                                 8,0 g  

Fosfato bi-básico de Sódio (Na2HPO4)               1,15 g   

Fosfato bi-ácido de Potássio (KH2PO4)         0,20 g   

Cloreto de Potássio (KCl)                              0,20 g 

Água bi-destilada                                       1000 mL 

 

Solução de Sulfato de Zinco 33% d= 1.180 

Sulfato de Zinco (ZnSO4)                        33 g 

Água destilada                                     100 mL 

− Mexer vigorosamente até a diluição completa do sal; 

− Filtrar em algodão e manter a solução em frasco escuro. 

 

Solução de Lugol 

Iodo                                           1 g 

Iodeto de Potássio (KI)             2 g  

Água destilada                     100 mL 

− Mexer vigorosamente até a diluição completa do sal;  

− Filtrar em algodão e manter a solução em frasco escuro. 

 

Solução Sacarose 1 M 

Sacarose                            342,31 g 

Água bi-destilada           1000,0 mL 
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Solução Sacarose 0,75 M 

Sacarose                      256,73 g 

Água bi-destilada      1000,0 mL 
 
 

Formol Tamponado com Fosfatos (10%) 

Fosfato de Sódio Monobásico 7 H2O (NaH2PO4* 7H2O)                         4,25 g 

Fosfato de Sódio Bibásico (NaH2PO4H2O)              13,0 g 

Formol Comercial (HCHO PM 30,03)                               100,0  mL 

Água destilada                                                                     900,0 mL 

 

Tampão Cacodilato de Sódio 0,2M 

Cacodilato de Sódio                           4,28 g 

Água destilada e deionizada           100,0 mL  

- Mistura todos os ingredientes e regula pH para 7,2~7,4 

 

Tampão Cacodilato de Sódio 0,1M 

Tampão Cacodilato 0,2M                 25,0 mL 

Ácido Clorídrico (HCl) 0,2 N           1,35 mL 

Água destilada e deionizada            73,65 mL  

- Mistura todos os ingredientes e regula pH para 7,2~7,4 
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Solução de Ácido Clorídrico (HCl) 0,2N 

Ácido Clorídrico (HCl) comercial (concentrado 37%)            1,6 mL 

Água destilada e deionizada                                                    98,4 mL 

- Mistura em balão volumétrico metade do volume da água, adiciona-se o ácido e em 

seguida completa-se o volume de água 

 

Solução de Sacarose (10%) em tampão Cacodilato de Sódio para armazenagem 

de cortes para Microscopia Eletrônica de Varredura 

Sacarose PA                                                  10 g  

Tampão Cacodilato de Sódio 0,1M          90,0 mL 

 

Fixador de Karnovsky (120ml)  

Paraformaldeído (16%)                       15,3 mL  

Glutaraldeído (25%)                            11,9 mL 

Água destilada e deionizada                  2,4 mL  

Tampão Cacodilato de Sódio              90,4 mL 

 

Tetróxido de Ósmio (2%) 

Ampola de Tetróxido de Ósmio             2,0 mL 

Tampão Cacodilato de Sódio 0,1M 100,0 mL 

- ATENÇÃO: Solução EXTREMAMENTE TÓXICA, manusear em capela,com a 

utilização de todos os equipamentos de proteção individual. 


