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RESUMO

As parasitoses intestinais continuam a constituir um grave
problema de sadde publica, a nivel mundial. Giardialamblia,
também denominada G. duodenalis ou G. intestinalis € um
protozoario frequentemente responsavel por patologias enté-
ricas, representando, nos seres humanos, o principal agente
causal de gastroenterites parasitérias. A giardiose é, assim, tida
como a mais frequente das parasitoses de indole protozoaria.
Tendo em conta a escassez de trabalhos, sobre esta patologia,
com este trabalho pretende-se contribuir para o enriqueci-
mento do conhecimento nesta érea especialmente destacando a
importancia dos aspectos moleculares da car acterizagéo e clas-
sificacdo desse parasita, que possui 7 gendtipos: A, B, C, D, E,
F e GAssim, foram compiladas informactes de artigos publi-
cados nos ultimos cinco anos objetivando atualizar informa-
¢Oes e destacar a importéncia da biologia molecular nos pro-
cessos de identificagBes precisas de or ganismos biol gicos.

PALAVRAS-CHAVE: Giardiaduodenalis, assenblagens,
caracterizagdo molecular, genotipagem.

ABSTRACT

Intestinal  parasiticinfectionsremain a seriouspublichealthprob-
lemworldwide. Giardialamblia, also known as G. duodenalis or G
intestinalis is often responsible for enteric protozoan diseases,
representing, in humans, the main causal agent of parasitic ga-
stroenteritis. The giardiose is thus regarded as the most frequent
protozoan parasites of nature. Given the paucity of studies on this
pathology, this work is intended to contribute to the enrichment of
knowledge in this area especially highlighting the importance of
molecular aspects of characterization and classification of this
parasite, which has 7 genotypes. A, B, C, D, E, F and G Thus,
information from articles published in the last five years have been
compiled aiming to update information and highlight the impor-
tance of molecular biology in the process of accurate identifica-
tions of biological organisms.

KEYWORDS: Giardiaduodenalis, assenblagens, molecular
characterization, genotyping.
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1. INTRODUCAO

Giardia duodenalis (sinonimia: Giardia intestinalis,
Giardia lamblia, Lamblia intestinalis) & uma espécie de
parasito humano que coloniza o intestino humano pro-
duzindo infeccdo e se propagando principalmente por
cistos. Desde 2005 a Sociedade Internacional de Parasi-
tologia, usando uma classificagdo molecular de ato nivel
reuniu os eucariotas em seis grandes grupos dentro do
REINO PROTISTA, assim a Giardia duodenalis passa a
pertencer a0 Super grupo Excavata, divisdo Fornicata,
subdivisio Eopharyngia e ordem Diplomonadida’.

Dessa forma, enquanto Diplomonadida, esse parasita
apresenta um par de nlcleos, um duplo conjunto cinético
com quatro cinetossomos cada e respectivos flagelos e a
alimentagdo ocorre por pinocitose. Esse protozoario a
presenta apenas duas formas em seu ciclo vital, sendo
elas: trofozoito e cisto™?.

De acordo com Rey (2011)*, estudos de epidemiolo-
gia e genética permitiram distinguir cinco espécies de
Giardia: G duodenalis(parasitando amplo grupo de a
nimais silvestres e domésticos além do homem), G. mu-
ris (de roedores, encontrado no rato, camundongo e
hamster), G. psitaci e G ardeae(encontrado em aves) e
G agilis (encontrado em anfibios).

Possuindo um ciclo monoxénico, relativamente sim-
plesem que a infeccdo ocorre pela ingestédo de agua ou
alimentos contaminados por cistos que podem permane-
cer no ambiente especialmente na agua por dois ou mais
meses. Quando ingeridos, ao passarem pelo trato diges-
torio especialmente pelo estdbmago, sofrem agdo acida do
suco gastrico e eclodem no duodeno. A partir dai inici-
ase um processo intenso de reproducdo assexuada (di-
visdo hindria longitudinal) e em poucos dias podem e
xistir milhares de trofozoitos cobrindo a mucosa do du-
odeno, muitos desses se desprendem da mucosa e se-
guem o tragjeto do bolo alimentar chegando ao jejuno e
principalmente ao ceco onde iniciam o processo de en-
cistamento para serem eliminados juntamente com as

fezest?.
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Na relacdo parasito-hospedeiro, merece destaque a
patogenia da giardose (giardiase oulambliase), acompa-
nhada de sua sintomatologia. Ainda existem discussoes
sobre a sua capacidade patogénica, mas, alguns autores
Ihe atribuem casos de diarréia recorrente, evacuacdes
liquidas e pastosas, nUmero aumentado de evacuagdes,
mal estar intestinal, cdlicas abdominais, perda de peso e
com menor frequéncia, diminuicdo do apetite, nauseas,
vomitos, flatuléncia, distensdo abdominal, febre, cefaleia
e nervosismo®.

As pesguisas citadas a seguir tém tentado elucidar
qual 0 mecanismo causador da méa-absor¢do intestinal,
uma vez que a mesma € corrigida com o tratamento an-
tiparasitério. Elas va@o desde investigacdo da frequéncia
parasitaria em criancas de creches até desenvolvimento
de novas técnicas diferenciadas para avaliacdo do indice
de adeséo do parasita ao hospedeiro.

Mascarinie & Donalisio (2010)°, redizando um es-
tudo investigativo da frequéncia relativa de enteropara-
sitas comuns em criangas das creches do estado de Séo
Paulo, apontaram a G duodenalis como o parasita mais
frequente e recorrente entre as criancas. Koot et
al.(2009)*, utilizando endoscopia digestiva ata e andli-
ses histolégicas observaram também em criancas, signi-
ficativas alteracBes tais como, atrofia das vilosidades e
inflamagdo crénica da mucosa, muitas vezes de natureza
eosinofilica

Em uma abordagem alternativa Brigagdo & Souza
(2012)° investiram no desenvolvimento de técnicas dife-
renciadas para avaliacdo do indice de adesdo do parasita
a0 hospedeiro.Neste caso, os autores utilizaram a mi-
croscopia eletrbnica de varredura ambiental que ndo
submeteas culturas a lavagens sucessivas, destacando
gue a técnica é importante como uma ferramenta dife-
rencial nas andlise quantitativas da interagdo parasi-
ta-hospedeiro.

Mokrzycka et al. (2010)° utilizando de bidpsias duo-
denais realizadas em criancas diagnosticadas com infec-
¢do por Giardia duodenalis, utilizaram estudos morfol 6-
gicos e reacdo imunohistoquimica. Esses pesquisado-
res puderam sugerir que as alteracbes patol gicas pode-
riam causar ma absorcéo, bem como uma influéncia ne-
gativa sobre a defesa da parede intestinal contra a infec-
c20. Araljjo et al. (2010)’ também analisaram a relacéo
entre a quantidade de indculo e as ateragcbes morfomé-
tricas e encontraram alteragdes histopatol égicas geradas
por colonizac&o intestinal.

Muller & Allmen (2010)® descreveram ainda que a
capacidade de aderéncia dos trofozoitos ao epitélio po-
deria ser crucial para 0 aumento da permeabilidade epi-
telial. Este fenbmeno, bem como outras anormalidades
induzidas pela giardiase, tais como perda de érea da su-
perficie da borda na escova intestinal, achatamento das
vilosidades, a inibicdo da atividade de dissacaridade e
eventual mente também super- crescimento da microbiota
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entérica, pareciam estar envolvidos na fisiopatologia da
doenca. Scott et al. (2010)° explorando as células de
defesa,correlacionaram essas alteragdes com as respostas
imunes apresentadas, especialmente com relacdo ao au-
mento de linfécitos intra epiteliais (IEL).

Ventura et al. (2013)™ sugeriram ainda a desnutric&o
como um fator de importante impacto na estrutura das
vilosidades intestinais em animais infectados com Giar-
diasp..A desnutricBo contribuiria para a gravidade da
giardiase por diminuir a capacidade de absorgdo intesti-
nal. Similarmente, Bartelt et al. (X)' apontaram a des-
nutricdo como um facilitador da giardiase,resultando até
mesmo com adiminuicdo de crescimento.

Neste sentido, Shukla et al. (2012)* sugeriram a su-
plementacdo alimentar com Lactobacillus casel, em ca-
mundongos infectados por Giardiaduodenalis. Assim,
sugeriram uma acdo pré-bidtica funciona que auxiliaria
na restauracdo da avaliacdo corporal, ateracdes bioqui-
micas e intestino atrofiado, melhorando as células cali-
ciformes e reduzindo a giardiase.

Yu et al. (2012)* apontaram ainda a infeccdo como
indutor da apoptose de enterécitos. Macotela et al.
(2012)*, contradizendo a regra geral de que a Giardia
sp. encontrar-se-ia  apenas aderida a superficie do epi-
télio intestinal, apresentaram alguns elementos compro-
vativos de que a hiperplasia de células caliciformes po-
deria ser prejudicial a barreira epitelial, dando origem a
portas de entrada a invasdo de tecidos pelo parasita. Se-
melhantemente, Buret (2009)*° também apontou esta
possibilidade,considerando a disfuncéo epitelia em va-
rios niveis como um fator significante e desencadeador.
Sugeriu que o parasito poderia penetrar o epitélio, inva-
dindo tecidos circundantes e até mesmo entrando na
corrente sanguinea.

Por fim, numa revisdo sistemédtica, Robertson et al.
(2010)*® apontaram as diferencas econémicas como um
fator relevante na incidéncia de giardiase, ndo excluindo
casos esporéadicos em paises em desenvolvimento, mos-
trando assim a importancia da conscientizacéo e educa
¢a0 para habitos de higiene entre a populagéo.

Entre os tratamentos mais recomendados para a giar-
diase, estdo os derivados nitroimidazdlicos (metronida-
zol, ornidazol, tinidazol e nimorazol)®. Dessa forma Pa-
vanelli (2013)", estimou a resisténcia medicamentosa
dostipos A e B de Giardia duodenalis, em camundongos
Swiss, e apontou o metronidazol como melhor opcéo
terapéutica para o tratamento desta parasitose.

Giardia duodenalis engloba uma variedade de
gendtipos, que sdo genética e fenotipicamente distintos,
porém morfol ogicamente similares, os quais apresentam
diferentes especificidades de hospedeiros. Tais linhagens
podem ser divididas em sete agrupamentos identificados
de A & G e denominados assemblagens. Nos seres
humanos ha a predominancia das assemblagens A e B.
Atualmente estudos tém visado explicar a correlagéo de
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determinados grupos com a sintomatologia clinica e/ou
com a gravidade da infec¢do humana por G. duodenalis,
mas sd0 anda bastante inconsistentes e até
controversos'®.

A possibilidade de transmissdo de Giardia sp. entre
animais e humanos, ou sgja, 0 seu potencial zoondtico é
um tema que levanta inimeras questdes no seio da co-
munidade cientifica. Apesar de a OMS considerar, desde
1979, que sp. possui um potencial zoondtico, tém faltado
dados que o comprovem®.

Segundo Smith et al. (2011)®, com o fim de se de-
terminar o papel de hospedeiros humanos na transmisséo
de Giardia é necessario saber-se;

- quantas espécies infectadas afetam hospedeiros
humanos;

- das que os infectam, quantas também infectam
hospedeiros ndo humanos;

- quantas espécies existem no meio ambiente;

- quantas espécies estéo presentes em aguas potaveis/
ambientais e nos alimentos, qual a sua prevaléncia no
ambiente e nos alimentos e qual o seu potencial de so-
brevivéncia nesses meios;

- qual o seu potencial para, subsequentemente, infec-
tarem seres humanos;

- qual a sensibilidade de detecco requerida ao seu
estudo e monitorizagao.

Contudo, para que estes estudos tenham validade, é
necessario 0 emprego de ferramentas moleculares. Estas
ferramentas necessitariam ter precisdo e resolucéo sufi-
cientes para garantir que ndo haja uma classificagcdo in-
correta dos isolados ou a ndo deteccdo da diversidade
genética™%.

As técnicas de diagnéstico molecular tém vindo a
desempenhar um papel cada vez mais relevante na iden-
tificacdo e sistemética de inimeros organismos, entre os
quais G lamblia.

Independentemente da técnica empregada, existem
diversos critérios que devem ser cumpridos para o cor-
reto e generalizado emprego de um método de tipagem
molecular:

- todos os organismos da mesma espécie devem ser
tipaveis pelo método escol hido;

- 0s métodos devem possuir um elevado poder de di-
ferenciacdo, sendo capazes de, claramente, diferenciar
entre estirpes ndo relacionadas, como, por exemplo, a-
gueles que sdo geograficamente distintas do organismo,
mas, a0 mesmo tempo, devem ser capazes de demonstrar
a relacdo entre os organismos isolados de individuos
infectados pela mesma fonte;

- 0s métodos devem ser 0s mais reprodutiveis possi-
veis; este € um fator particularmente relevante na cons-
trucdo de bases de dados contendo todas as estirpes co-
nhecidos de uma dada espécie, que servirdo de compa
racdo com organismos desconhecidos, objetivando-se
identificé-los.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo é uma revisdo de literatura reali-
zada por meio da utilizacgo de publicactes disponiveis
eletronicamente no banco de dados da Biblioteca Virtual
em Salde (BVS), no periodo de 1938 a 2013, incluido as
bases de dados LILACS, Biblioteca Virtua em Saide
(BVS), tendo sido consultadas as bases de dados Scienti-
fic Eletronic Library Online (SciELO). O critério de in-
clusdo foi arelevancia do estudo frente & temética abor-
dada

3. DESENVOLVIMENTO

Giardia: Caracterizacdo e Classificacdo Mole-
cular

O genoma do clone C6 da cepa WB (ATCC50803)
de G. duodenalis possui aproximadamente 11,7 megaba-
se (MB) de tamanho e é distribuido em cinco cromos-
somos. Trata-se de um genoma compacto, com poucos
introns ou reliquias mitocondriais e a Giéardia possui
maquinaria simplificada para os processos de replicacéo
do DNA, transcricdo, processamento de RNA e para a
maioria das vias metabdlicas’.

A maquinaria para o processamento de RNA é menos
complexa que a dos outros organismos eucariotico, sen-
do o sinal da poliadenilagdo (AGUAAA) semelhante ao
dos outros eucariotos (AAUAA)Z,

Devido a presenca de dois nuicleos, um ato nivel de
heterozigosidade, poderia se acumular no genoma. En-
tretanto, a heterozigosidade no genoma foi estimada
como inferior a 0,01%, sugerindo a existéncia de um
mecanismo bioldgico para a manutencdo da fidelidade
do genoma e reducéo da heterozigosidade entre as quatro
copias do genoma de G. duodenalis. Proteinas associadas
a meiose foram descritas, mas devem possuir fungéo
aternativa®.

As informac6es obtidas com a descri¢do do genoma
de G duodenalis elucidaram vérias indagacdes, mas a
inda restam questdes a serem solucionadas, como por
exemplo: 0 nimero e a distribuicdo dos introns e a
composicdo do spliceossoma; como o parasito mantém
homozigosidade por meio da separacdo dos nucleos e a
funcdo dos novos genes descobertos. Uma das elucida
¢Oes foi a andlise inicial baseada em uma arvore filoge-
nética baseada em 100 genes, suportando a profundidade
da divergéncia entre Giardia e Trichomonas na arvore
eucaridtica. Giardia ndo possui nenhuma relagdo como
com outros organi smos eucarioticos. Estes aspectos
reforcam a hipétese de uma divergéncia precoce deste
organismo na escala evolutiva levando a simplicidade
dos mecanismos moleculares, das vias metabdlicas e da
estrutura do seu citoesqueleto®.

Serdo apresentados, seguidamente, os métodos des-
critos na bibliografia empregados (ou com potencialida-
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des) na caracterizagdo molecular de G lamblia, fazendo,
também, referéncia a aplicagles praticas neste organis-
mo.

Caracterizacao por Electroforese Enzimatica:

De acordo com Moniset al.(2011)*, o método co-
nhecido por Multi-Locus Enzyme Electrophoresis
(MLEE), encontra-se entre os métodos mais eficazes,
tendo em conta a relagdo eficiéncia/custo, sendo nor-
malmente empregue na deteccdo de polimorfismos em
enzimas glicoliticas e de manutengéo da vida (“house-
keeping”)?. E tambémum método répido e tecnicamente
simples, permitindo que a caracterizagdo genética sgja
realizada em loci multiplos e independentes™.

Técnicas de Amplificacdo Baseadas em Acidos
Nucleicos: O isolamento, na década de 80 do século
passado, de uma molécula de DNA polimerase termoes-
tavel e a criagdo da técnica de Reacdo Polimerésica em
Cadeia (PCR)* permitiram o desenvolvimento de vérias
ferramentas moleculares Uteis na tipagem genética, na
caracterizacdo e andlise filogenética®. O registo da pa-
tente de PCR estimulou, de igual forma, o desenvolvi-
mento de técnicas alternativas, que conduziram, também,
aamplificagdo especifica de 4cidos nucleicos®.

Quanto a classificagdo molecular, os ensaios de ca-
racterizacdo molecular permitiram distinguir as espécies
de Giardia em, pelo menos, sete grupos genéticos:
A-Humanos e outros primatas, caes, gatos, gado, roedo-
res e animais selvagens, B-Humanos e outros primatas,
cées, C-Cées, D-Cées;, E-Gatos; F-Gado e animais de
criagdo com casco e G-Ratos.

Esses grandes grupos, bastantes distintos entre s,
podem mesmo representar, segundo Thompson (2010)*
e Monis (2012)%, espécies distintas (embora ndo sgja
confirmada).

Os genttipos de G. duodenalis, apesar de aparente-
mente idénticos morfologicamente, demonstram diver-
géncia genética, sugerindo que G duodenalis represente
um complexo de espécies. Entretanto, esta questdo ainda
mantém-se ndo resolvida, por convencdo, exigindo-se a
andlise de diferencas morfolégicas para a descricdo de
uma nova espécie.

Existe, também, uma subestruturacdo peculiar em
cada um dos grupos de Giardia®®. De fato, a maioria
dos grupos genéticos parece possuir hospedeiros distin-
tos (por exemplo, o grupo C possui como hospedeiros
cdes) ou possui um grupo hospedeiro bastante limitado
(por exemplo, o grupo E esta limitado a animais de cria-
¢d0 em quintais ou agricola, com cascos, como cavalos).
Assim, de acordo com Thompson e Monis'®? somente
dois desses grupos parecem ser infectantes para os seres
humanos: A e B. Todos os isolados humanos caracteri-
zados geneticamente sdo classificados como pertencendo
a um destes dois grupos genéticos'®? ou aos dois, no
caso de haver uma infeccdo mista, como relatado por
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Amar et al. (2010)%’. O subgrupo All parece possuir
como Unico hospedeiro o ser humano. O subgrupo gené-
tico Al foi isolado a partir tanto de amostras humanas
quanto animais™®?. Segundo Thompson (2010) e Mo-
nis (X)*%, este grupo parece ter uma distribuicdo geo-
grafica mundial, sendo frequentemente isolado nas dé-
cadas de 80 e 90 do século passado, onde teve a sua
prevaléncia, vindo a decrescer. Efetuando uma compa-
racdo entre os isolados caracterizados por diferentes
métodos moleculares, pode-se verificar que o grupo A é
equivalente ao grupo “polaco” de Homan, enquanto que
0 grupo B é equivalente ao grupo “belga” **%.

4. DISCUSSAO

A necessidade da revisdo da taxonomia de Giardiaja
havia sido levantada por Thompson (2010)*° e Monis
(2012% sendo reforcada por Monis et al. (2010)%. Estes
autores consideram existir diversas razdes. A primeira
associa-se com a necessidade da reorganizagdo da taxo-
nomia em funcdo das diferencas hioldgicas e evolutivas
em G lamblia, principal mente no que concerne a especi-
ficidade do hospedeiro (a disténcia genética entre os
grupos A e B, no mesmo nivel que sdo separados das
outras espécies, sugerindo que, a cada um destes grupos
genéticos, fosse atribuida uma diferente designagdo em
termos de espécie)®. Os autores ressaltam, também, ser
extremamente importante a existéncia de uma nova de-
signacdo taxonémica®, permitindo uma melhor divul-
gacdo da informacdo desde o nivel cientifico até o poli-
tico. Monis et al. (2010)% destacam, também, a impor-
téncia da obtencdo de todo o proteoma de Giardia, de
modo a identificar as proteinas associadas a diferentes
caracteristicas fenotipicas, particularmente aguelas asso-
ciadas ao tratamento da giardiose e a infectividade do
hospedeiro, uma vez que, mesmo tendo as ferramentas
de diagnéstico molecular contribuido de modo extre-
mamente relevante para o conhecimento da genbmica, a
protedmica deste protozoéario ainda permanece uma in-
cognita.

5. CONCLUSAO

Os trabalhos aqui levantados indicam a necessidade
premente de uma revisdo taxondmica da Giardia. Essa
re-classificacdo das espécies seria baseada em andlises
moleculares mdltiplas: genémica e protedbmica. Assim,
as 6micas representariam abordagens extremamente im-
portantes para a compreensdo do ciclo de vida desse
importante parasita, sobretudo no desenvolvimento da
doenca no hospedeiro: os aspectos da sintomatologia
atinentes a interacdo parasita-hospedeiro.
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