AGOSTINHO LUI{S DA SILVA CRUZ

PARASITOSES INTESTINAIS EM CRIANCAS DE IDADE ESCOLAR
Giardia lamblia: CICLO DE VIDA E SENSIBILIDADE A
ANTIPARASITARIOS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS DE ABEL SALAZAR
UNIVERSIDADE DO PORTO

Porto, 2003



AGOSTINHO LUIS DA SILVA CRUZ

PARASITOSES INTESTINAIS EM CRIANCAS DE IDADE ESCOLAR
Giardia lamblia: CICLO DE VIDA E SENSIBILIDADE A
ANTIPARASITARIOS

Dissertagdo de candidatura ao Grau de Doutor em
Ciéncias Biomédicas, submetida ao Instituto de
Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar.

Orientadora — Professora Doutora Zaida Azeredo
Co-orientadores ~ Professores Doutor Miguel
Cabral € Doutora M. Isaura Sousa



A Sofia e a Rita

A Luzia



3

A meus Pais




AGRADECIMENTOS

A todas as pessoas e institui¢des que directa ou indirectamente, contribuiram para o

bom éxito deste trabalho, desejo expressar o meu mais profundo agradecimento.

A Professora Doutora Zaida Azeredo, minha orientadora, pelo interesse, estimulo e
amizade sempre demonstrados, pela orientagdo prestada, pelos esclarecimentos e
criticas constantes e pela confianga que sempre em mim depositou, deixo aqui a

expressdo do meu maior reconhecimento € amizade.

Aos Professores Doutor Miguel Cabral e Doutora Maria Isaura Sousa, meus Co-
-orientadores, pela orientagdo prestada, pelo enorme estimulo e disponibilidade sempre
demonstrados e que me ajudaram a conseguir uma maior maturidade no plano cientifico

e social.

A Escola Superior de Tecnologia da Saude do Porto nas pessoas das suas entdo
directoras (Professora Doutora Zaida Azeredo e Professora Doutora Carolina Costa e
Silva) que desde sempre, reconhecendo os condicionalismos de varia ordem da
institui¢do, me concederam, para além de facilidades para realizagio de trabalho
experimental noutras institui¢des, meios para a montagem de um pequeno laboratério

de investigagdo na ESTSP.

Ao Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farméacia da Universidade do
Porto, na pessoa do seu Director Professor Doutor Jodo Carlos Figueiredo de Sousa,
pelas facilidades concedidas para a realizagfio de grande parte do trabalho experimental

nas suas instalagdes.

Ao Professor Doutor Jodo Poiares da Silva ¢ a4 Dra Maria do Céu Sousa do
Laboratério de Microbiologia e Parasitologia da Faculdade de Farméicia da
Universidade de Coimbra, os meus agradecimentos pelos ensinamentos que me

permitiram langar no estudo da Giardia.




A Professora Doutora Carolina Costa ¢ Silva, ao Engenheiro Fernando Luis Silva e
ao Dr. Rui Magalhdes pela preciosa colaboragfo no tratamento estatistico de alguns

dados e na componente informatica.

A Dra Maria Emilia Leite, pelo inestimavel apoio na realizagdo dos testes de

sensibilidade bem como pelo incentivo sempre demonstrado.

A todos os colegas e funciondrios da Escola Superior de Tecnologia da Saide do
Porto, do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade do
Porto ¢ do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, que de algum modo

contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

Finalmente, desejo agradecer aos meus familiares todo o apoio que me prestaram,
particularmente:

- aos meus pais, qudo longe e tdo perto, por tudo.

- aos meus sogros pela ajuda incansavel para com as minhas filhas durante
as minhas auséncias e que me permitiram, no dia-a-dia, uma maior
disponibilidade para a dedicagio a minha actividade;

- a minha esposa, pela compreensdo, estimulo e carinho constantes e as

minhas filhas Rita e Sofia pelas auséncias quando deveriam ser presencas.




Ao abrigo do Decreto-Lei n°388/70, Art. 8° paragrafo 2, alguns dos resultados

apresentados nesta Dissertagio constam das comunicag¢des e publicagdes seguintes:

CRUZ, A, Z. AZEREDO, M. I. SOUSA & M. CABRAL. 1998. Primary school
children intestinal parasitosis in Porto. European General Practice Research Workshop.
Creta, Grécia.

CRUZ, A, M. 1. SOUSA, Z. AZEREDO & M. CABRAL. 1998. Isolamento,
desenquistamento e axenizagdo de Giardia lamblia. 4° Reunido Anual da Sociedade
Portuguesa de Parasitologia. Vila Real.

CRUZ, A, M. 1. SOUSA, Z. AZEREDO & M. CABRAL. 1999. Estudo da
resisténcia/susceptibilidade de isolados de Giardia lamblia aos antiparasitirios mais
comuns. VI Congresso Ibérico de Parasitologia. Cordoba, Espanha.

CRUZ, A., M. SOUSA, Z. AZEREDQO, E. LEITE & M. CABRAL. 2000. Efeito in
vitro do metronidazol e albendazol em 18 isolados de Giardia lamblia. V Congresso
Portugués de Parasitologia. Lisboa.

CRUZ, A., M. CABRAL, M. SOUSA & Z. AZEREDO 2000. Parasitoses intestinais:
estudo prospectivo em criangas de escolas do 1°ciclo das freguesias da Vitéria e de
Paranhos, cidade do Porto. Congresso de Doengas Infecciosas: I Congresso Luso-
Galaico, V Congresso Nacional, I Encontro Académico S. Paulo-Santiago de
Compostela-Porto. Porto.

CRUZ, A., M. CABRAL, M. SOUSA & Z. AZEREDO 2001. Giardiose uma realidade
ainda entre nos. VII Encontro dos Centros de Saude do concelho de Matosinhos.
Matosinhos.

CRUZ, A., M. 1. SOUSA, Z. AZEREDO & M. CABRAL. 2001. Giardia lamblia: ciclo
de vida in vitro. VII Congresso Ibérico de Parasitologia. Porto.

CRUZ, A., M. L SOUSA, Z. AZEREDO, M. E. LEITE, J. C. FIGUEIREDO DE
SOUSA & M. CABRAL (?). Isolation, excystation and axenization of Giardia lamblia
isolates. In vitro susceptibility to metronidazole and albendazole Journal of
Antimicrobial Chemoterapy (In press).

CRUZ, A, M. CABRAL, M. I. SOUSA & Z. AZEREDO (?). Parasitoses intestinais.
Estudo transversal em criangas de escolas do 1° ciclo da cidade do Porto. Arquivos de
Medicina (In press).

Participel na programacdo e realizagdo dos estudos experimentais assim como na
elaboragdo dos textos destes trabalhos.

VI



INDICE SISTEMATICO

Endice A€ FIGUIAS ....oiiiiiriicirirerie sttt et er e ere vt ere et X
Indice de QUAAIOS .....c.eiviiiriiieiiiiet ettt XII
RESUMO .ottt er e s XIvV
ADSIFACE ...ttt re st n e ene e XVII
RESUME ..ottt ettt st XX
PARTE I - INTRODUCAO TEORICA E OBJECTIVOS .......oocovvvrmrrenn.. 1
1. Parasitoses intestinais humanas e satde piblica ..........cccoeoevvveeiirievirerennne.. 2
2. Parasitoses intestinais humanas: o caso particular da giardiose .................... 6
2.1 Biologia de Giardia Iamblia .................cooeecuvveeeeiviieneeeeeieeeeeeeeeeeeeeseesen, 6
2.1.1. Classificag@o de Giardia ..........ccccoouvveeirveieeeeieeieeeeeeeereeeeenes 6

2.1.2. Morfologia € ciclo de vida .........cocoevvevevivinieieieeeeeeeeeeen, 8
2.1.2.1.  Estruturade G. [amblia ..............cccoeveeveceveivieeecereenane. 8

2122, Ciclode vida ...cccovvviieieiiiieeceeeeeeeee e 10

2.1.2.2.1. DesenquiStamento .............cc.evveeerevveriieieeeenesereeseneeenns 11

2.1.2.2.2. EnqUIStamento ........ceccevvveerireereveirerieevreneresneeseseseenen 13

2.2. EpIdemiOlOZia ...c.c.evirvveviiiniiieiiisistetetce ettt 15
2.3. Patogenicidade e sintomatologia ..............oceeeeviieiiieioeeeeeree e eeeseenn 18
2.3.1. PatofiSIOlOZIA c..c.evvvurriieiiereiiiec ettt 18

2.3.2. Manifestagses CHNICAS ......cveveurivivieeiieieeeciereeeeeee et 19

2.4, D1agnostico 1aboratorial ..........ccvcveeeievieieiiiiireseeeeeere s, 21
2.4.1. MEtodoSs CONVENCIONAIS ....covvevevverierireniieeeiieeeeeeteeeeeeseeeeeeeseeeessans 21

2.4.2. NOVOS MELOAOS ...covrviriereriiriieictiereeer sttt s e e se e es 23

2.5, TTAAMENTO ...coviviviniiereriirre ettt sttt r e 24
2.5.1. Tratamento dirigido ........c.cocevvviiiiirieeiriicceece e, 24
2.5.1.1. O metronidazol .........ceeivveeivrieirereeeeeceeeeee e, 27

2.5.1.1.1. Nota hiStOrica .......ccovveeerieivriieicececeee e, 27

2.5.1.1.2. MecaniSmo de aCCA0 .......c.evvevvirvierereeeeeeeeereesreereenanas 29

2.5.1.2. Oalbendazol .........ccocvvveveeeirieiiieicecr e 33

2.5.1.2.1. Nota hiStorica .......ccccervirrieriviiieieecieec e 33

2.5.1.2.2. Mecanismo de aCCa0 .......c.coevvveiriereeeeeeeeeeeeeeeennn 34

2.5.2. Resistencia a terapEUtiCa .......c.cvevveviieeierieeeeeeeeeeeeeee e oo, 36

2.5.3. Ensaios de sensibilidade ...............cocovveviiiiiieeeieeese e, 37

2.6. Profilaxia c....cccoeivieireiiinneienec ettt 41

3. ODJECLIVOS ..ttt ettt et r s e ee e e en e e es s, 43

VII



PARTE II - MATERIAL E METODOS .......coccovviimrrinmriinnnriensisnnsississnenns 46
L. MAALETIALS ..oeeeiiiiiiieiiceeit e rit ettt sttt et e eebeeabeeneeneeereeneensesrseseeeanans 47
1.1. Populag@o e amostra em eStudo ..........cccoeeeeveeirieiieeeeiceece e, 47
1.2. Reagentes € matérias Primas ..........cocuveveeeieenieeniieeieeneeeneieseeesneseeenenes 47
1.3, ANEIPATASITATIOS c.vevvereeriririeieisresteteiaseseree e er s ve bt estetesre e enesreseaneas 48
1.4. Isolados de referncia ........ccocevveiiriieie s 48
1.5. Equipamento e software eSpecifiCos .........ccovvvrivriveivirivriieiceeeeeeeen, 48

2. MEEOAOS ..ottt sttt ettt e 50
2.1. Inqueérito epidemiolOZICO .....ccvvvivveieeieriitiieeeeeee s 50
2.1.1. Tipo de €StUAO .couevviieiiiiieieiece e 50

2.1.2. QUESHONEATIO ..eovveiieiiiieiiieieceecete ettt et sttt eee e ereeeeesaeens 50

2.1.3. Recolha de material biolOZICO ...cccveevveveeeeiriiiceiciece e, 51

2.1.4. Exames parasitOlOZICOS .......coevveveiuiviiireeriiriiricieeeee e 51
2.1.4.1.Técnica do formol-éter ou de Ritchie ............oovvereveeeerennnne.. 52
2.1.4.2.Técnica da fita adesiva transparente ou de Graham ............... 52

2.1.5. Tratamento dos casos parasitados ...........ccceevereviveiiiirieiieseennn 53

2.2. Isolamento e ciclo de vida de G. lamblia in Vitro .............cccoceveuveeenan... 53
2.2.1. Obtengdo dos QUISLOS ....ecvevveieierirriieeiie et eree e 53

2.2.2. Desenquistamento e estabelecimento de culturas axénicas .......... 54

2.2.3. Criopreservagdo dos trofozoitos e reconstitui¢iio de culturas ....... 55

2.2.4. EnQUISAMENTO ..c.ovveviieriiiieiieisietiie e cnr et seenee e 56

2.3. Ensaios de sensibilidade de trofozoitos de G. lamblia a antiparasitarios 57
2.3.1. Por determinacdo da inibi¢do da aderéncia ...........ccovevrevenennn.. 57

2.3.2. Por avaliacdo da inibi¢do da capacidade de multiplicacio ........... 58

2.4, Tratamento eStatiStiCO .......ccvvvvririeriririeieietiee e 59
2.4.1. Inquérito epidemiolOICO ......ccuoueveiriirviricritieeeecieee e 59

2.4.2. Ensaios de sensibilidade ...........ccooevvvivevririieiiciiiiceee e 59
PARTE III - RESULTADOS ........coccooiiiiieeeeceeeeteee e 60
1. Inquérito epidemiolOZICO .....ccvvvrrevirieirieriieecreeeeceecec ettt es 61
1.1. Frequéncia dos agentes parasitarios ...........cceceeevveeviireoeseeeiererereeerereeens 61
1.2, SeX0 €1dAAE ..c.ecviieiiiiieiieiieeee ettt anan 62
1.3, RESIABNCIA ...t 64
1.4. Tipo e caracteristicas da habitagdo ............ccocvveviviiieieeeereeeeeeceeeeeenn, 65
1.5. Dimensdo do agregado familiar ...............c.cooeveveivreereeeeeieeeeeeeeeerenn 67
1.6. Escolaridade dos PaiS .......cceeveeriireiiiririiieicececccee et 67
1.7. Contacto com animais domésticos/ de companhia .............c.ocoeveveunn.... 69
1.8. Historico de parasitismo no agregado familiar .............cocoeveeeveveervenennnn.. 69
1.9. Parasitismo € profissao dos Pais .........ccoeverererievireeeiecirieceetseseeeeeee e, 73

2. Isolamento e ciclo de vida de G. lamblia in Vitro ..............ccoooeveeiveveeererann. 75
2.1. Concentragdo e purificagdo dos qUIStOS ........c.cceeverereeeeeeereeieeeerssn, 75
2.2. Desenquistamento € aXENIZAGHAO .....evveveerireeveneereerieeeeere st seee s sveneenenenns 75

VIII



2.3, ENQUISTAMENTO ....vevetiiiriiiiinieeiierieeiesieeteseetsesinssesiestesieesnenaessessessessnasensens 79
3. Sensibilidade a antiparasitarios .........c.cccecveevieieivisieerienesesineeerreseeseeseere e 84
3.1. Comparagdo de mMELOAOS .......ceeerriririiniericrrere e 84
3.2. Sensibilidade ao metronidazol e ao albendazol ...........c.coceevvveveerecnennnnne. 85
PARTE IV — DISCUSSAO DOS RESULTADOS ........cocooviviinereeessnenen. 90
1. Inquérito epidemiolOZICO .....cccoivriirieieirieieine et evens 91
2. Isolamento e ciclo de vida de G. lamblia in Vitro .........ccccoovveveveececeeicninnne, 98
2.1. Isolamento, desenquistamento € aXenizZagao ...........ccceevvevevevereeveinrererennns 98
2.2. ENQUISAMENTO ....ocveiiiiiiiiiiieiierieeeesie et ettt ve e vt ve e ere e aneeas 100
3. Ensaios de sensibilidade ...........ccvevirivieiiiiiiiece e 105
3.1. Comparagdo de MELOAOS .......cvrvreririirrieeienie et e 105
3.2. Sensibilidade ao metronidazol e ao albendazol .............cccceeevvvrvrirnennenn. 107

PARTE V — CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS DE

TRABALHO ..ottt et er e e 110
1. Inquérito epidemioldgico 111
2. Ciclo de vida de G. lamblia in vitro 112
3. Ensaios de sensibilidade 114
BIBLIOGRAFITA ......cooiiiiiiiiiteie sttt ettt et et ee s 115
ANEXOS ..ottt b et 157
Anexo 1
Autoriza¢des da DREN — Direc¢fo Regional de Educagéo do Norte .................. 158
Anexo 2
Modelo de autorizagfio a preencher pelos encarregados de educagio .................. 160
Anexo 3
Modelo de instrugdes fornecido para a recolha do material bioldgico ................. 161
Anexo 4
Meio de cultura TYT-S-33 modificado ........ccoovvveveriieiiieiieeeeeecee s 162
Anexo 5
Mei0s de ENQUISTAMENLO .....coveviveieiiiririeesiestee ettt ere et et ste s see e saenna 163




INDICE DE FIGURAS
Figura Pagina

1 Representagido grafica de trés espécies morfoldgicas de Giardia observadas

€M MICTOSCOPIA OPLICA. ..euveriiiiiiriieiiiiereete st ete st ste vt e s et sbestesresaeeseenas 10
2 Formula de estrutura do metronidazol ..........ccoceeeveviviiiieciccecc e, 28
3 Vias metaboélicas decorrentes no citosol de Giardia lamblia ........................ 30
4 Activagdo do metronidazol .........ceceeievieeriiiieieeeeeer e 31
5 Formula de estrutura do albendazol e sulféxido de albendazol ..................... 34
6 Quistosde G. lamblia tipO T € T1 .....coovvvviiieiiicicecce e, 76
7 Diferentes fases do processo de desenquistamento em G. lamblia ............... 77

8 Estrutura quistica residual que permanece apds a saida dos quistozoitos em
G AMBLIA ...t 78
9 Monocamada de trofozoitos de G. lamblia aderentes a parede do tubo de
CUITUTA L.ttt ettt 78
10 Enquistamento de trofozoitos de G. lamblia a partir de monocamadas
sujeitas a incubagdo em meio de enquistamento, onde se observa um
progressivo arredondamento dos trofozoitos com perda dos flagelos € a
obten¢do de quistos ao fim de 22 horas de incubago .............cceevevevereennne. 81
11 Quistos de G. lamblia observados ao microscopio de contraste
interferéncial e de epifluorescéncia, apds incubagio com o fluorocromo
Syto-9 nas concentra¢des de 1 e Spul por ml de suspensio ............oeeeee. 81
12 Curva dose-resposta de trofozoitos de G. lamblia obtida por exposi¢io ao
metronidazol durante 24h, segundo metodologia de avalia¢fio da perda
de AETENCIA ... 86
13 Curva dose-resposta de trofozoitos de G. lamblia obtida por exposi¢do ao
metronidazol durante 24h, segundo metodologia de avaliagio da perda
da capacidade de Multiplicago .........cceveveeveviveereeirivecrcicece e 86
14 Curva dose-resposta de trofozoitos de G. lamblia obtida por exposi¢do ao
albendazol durante 24h, segundo metodologia de avaliagdo da perda de

Y (53 (30103 - EOU SR 87




15 Curva dose-resposta de trofozoitos de G. lamblia obtida por exposi¢do ao
albendazol durante 24h, segundo metodologia de avaliagdo da perda da
capacidade de MUltiplicagA0 ......ccceveereririnerireesee e

16 Representagiio dos valores de ICsy determinados para os isolados de G.
lamblia, relativamente aos intervalos definidos pelas concentragdes de
metronidazol testadas, apos um periodo de exposigdo de 24h ...................

17 Representagdo dos valores de ICsy determinados para os isolados de G.
lamblia, relativamente aos intervalos definidos pelas concentragdes de

albendazol testadas, ap6s um periodo de exposigio de 24h .......................

87

89

XI



INDICE DE QUADROS

Quadro

I

II

I1I
IV

VI

VII

VIII

IX

XI

XII
XIII

XIvV

XV

XVI

XVII

XVIII

Frequéncias de parasitoses intestinais observadas em Portugal
mencionados em trabalhos publicados a partir de 1990 .........................
Classificagdo do GEnero Giardid..............coceeeeeceeceeeeceieeseeieene e,
Espécies do g€nero Giardia.............cccoccveovivivcincenenecinieisiiiesseee s
Doses recomendadas e efeitos secundarios de principios activos anti-
GUAPAIQ. ..ottt re et e re e
de actividade

GUEAVPIA. ..o er s es s e e resaaataaaraees

Eficacia principios  activos  com anti-
Frequéncias das parasitoses intestinais observadas nas criangas de
Escolas do 1° Ciclo do Ensino Basico das freguesias da Vitéria ¢ de
Paranhos ......ccccoveveiiniii e
Distribuigdo etaria, por sexo, das criangas em estudo .........c.cccoeveeneenene.
Distribuig@o, por sexo, das criangas parasitadas .............cocceveerrrrrrerirene.
Distribuig@o etaria das criangas parasitadas ..........cccecovevivivvirieeeveennennn.
Distribui¢@o das criangas parasitadas pelas freguesias de residéncia .....
Distribui¢do das criangas parasitadas relativamente ao tipo de
habItaGHO ....veoveieiieiiieeeter et
Caracteristicas das habitagBes ............ccvevreevreiviieeeeieieeieeeceeee e
Distribuig@o das criangas parasitadas segundo a dimenso do agregado
FAMIIIAL (oo
Distribui¢@o das criangas parasitadas em relagio ao grau de instruco
MEJI0 dOS PAIS «..eovveireriicieniieeeiete ettt st eeons
Distribui¢do da amostra em fun¢io da parasitose € do contacto com
animais domésticos/de COMPAnhia .........cccevevveeeereeveieirisiercsesrese e
Parasitismo detectado num passado recente no agregado familiar .........
Relagdo entre as parasitoses detectadas num passado recente nas
criangas em estudo e as observadas noutros elementos do agregado
FAMIIIAT ceiiiici e s

Relagdo entre as varidveis “estar parasitado” e “ter estado parasitado”,

para as criangas em €STUAO .....ccevvvueriieeieie e

Pagina

26

27

62

63

63

64

65

66
67

68

68

70
71

XII



XIX

XXI
XXII

XXIII

XXIV

XXV

Relagdo entre as parasitoses observadas neste estudo e as referidas
como existentes nos agregados familiares .............cocoveeveviriiniincnienennen,
Parasitismo € profissao doS Pais .......cccecveeereriereiririesieiee e eree e
Produ¢do de quistos por incubagdo a 37°C/48h nos meios de
enquistamento A, B e F ...
Eficiéncia do enquistamento relativamente ao tempo de incubagio e
tipo de meio de enquiStamento ...........ceeeevvererererernererereeeee s
Valores de ICyg, ICsp € ICyy para o metronidazol, estimados pelos
métodos de avaliagdo da inibigdio da aderéncia e¢ da inibi¢do da
MUIIPHCAGHO ..ottt
Valores de ICo, ICsp e ICyy para o albendazol, estimados pelos
métodos de avaliagdo da inibicdo da aderéncia e da inibi¢do da
MUIIPHICACHAO ...veviiiiieiciriceec e

Sensibilidade dos isolados de G. lamblia ao metronidazol e albendazol

73
74

82

83

84

85
88

XIII



RESUMO

1. Como introdugio e fundamentagio do trabalho, faz-se uma descrigdo sumaria sobre
parasitoses intestinais humanas, mais concretamente sobre a giardiose, particularizando
na sua biologia e epidemiologia. No respeitante & componente clinica caracteriza-se a
patogenicidade e sintomatologia, enumeram-se metodologias de diagndstico e
apresentam-se esquemas terapéuticos utilizaveis. Descrevem-se situa¢des de resisténcia
clinica e discute-se a necessidade e as caracteristicas de ensaios de sensibilidade in
vitro. Finaliza-se com a descri¢@io de algumas medidas profilaticas passiveis de serem

adoptadas no combate a esta parasitose.

2. Sobre os objectivos da presente dissertagdo eles versam um contributo para a
epidemiologia da giardiose em criangas de Portugal, pretendendo-se auxiliar na
aplicag@io da terapéutica medicamentosa através, quer da implementaco e controlo do
seu ciclo de vida in vitro, quer da realizagdo por rotina de testes de avaliacdo da

sensibilidade aos agentes antiparasitarios.

3. A realiza¢@o de um inquérito epidemioldgico as criangas de Escolas do 1° Ciclo do
Ensino Bésico, revelou que 19,5% das mesmas se encontravam parasitadas, sendo G.
lamblia o parasita mais frequente ao ocorrer em 10,2% dos casos. Avaliou-se a
existéncia de relagdes entre os casos positivos de parasitismo, giardiose € enterobiose €
diferentes varidveis socio-demograficas, bem como com outras varidveis relativas a
habitagdo e ao agregado familiar. O tipo de habitagio, o histdrico de parasitismo no

agregado familiar, a transmissdo entre membros do mesmo agregado, para além de uma
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possivel relagdo da profissdio da mde com casos positivos, sdo associagdes que

mereceram particular ateng@o.

4. Procedeu-se a concentragdo e purificagdo de quistos de G. lamblia a partir de fezes
humanas, implementando-se as metodologias de desenquistamento e axeniza¢do com a
obtengdo subsequente de 18 isolados axenicos deste parasita, que do nosso
conhecimento, constituem o embrido da 1* colecgfio existente em Portugal e que
representam o sucesso do processo em 34% dos casos. O principio do método
subjacente as metodologias empregues baseia-se, para o desenquistamento, no contacto
dos quistos com uma solugdo salina de pH 2 e, para a axenizag@do, na utilizagdo de
antimicrobianos em articulagdo com processos de lavagem frequentes dos trofozoitos
obtidos. A obtengédo e controlo parcial do ciclo de vida completo de G. lamblia in vitro,
foi conseguido pela obtencdo de quistos a partir de trofozoitos por aplicagio e
compara¢do de diferentes metodologias de enquistamento, que revelaram que um
acréscimo para 5% na bilis bovina e a alteragio para 7,8 do valor de pH do meio, so os
factores que permitem a obtengfio de melhores resultados, nomeadamente ao permitir
que todos os isolados testados produzissem quistos para as 48h de incubagio € que para
as 24h, apenas naquele meio se formassem quistos. Também se verificou maior
eficiéncia do processo naquele tipo de meio ao permitir a obtencio de mais de 10°
quistos/ml de meio para os isolados ACPT98006 e ACPT98020. No que respeita a
determinagdo da viabilidade dos quistos formados pela utilizagio do fluorocromo Syto-
9, observou-se que cerca de 50% dos quistos formados para os isolados ACPT 98006 e
ATCC 30957, eram viaveis, tendo-se obtido por desenquistamento in vitro uma

percentagem residual de viabilidade.
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5. A implementacdo e comparacdo de duas das metodologias mais utilizadas de
avaliagdo da sensibilidade de trofozoitos de G. lamblia a antiparasitarios in vitro,
baseadas na avaliagdo da perda da capacidade de divisdo € na perda da capacidade de
aderéncia, revelou que quando baseadas na determinagio do ICsy qualquer uma delas é
aplicavel com fiabilidade, desde que os agentes antiparasitarios possuam mecanismos

de actuag@o 1dénticos ao metronidazol e ao albendazol, os dois agentes testados.

6. A avaliagdo do perfil de sensibilidade ao metronidazol e ao albendazol para todos
os isolados obtidos no decurso deste trabalho, ndo sugere a existéncia de resisténcias,
tendo-se observado em termos médios que a sensibilidade ao albendazol,
comparativamente ao metronidazol, é cerca de 56 vezes superior, sendo os resultados
obtidos para os isolados axenizados no decurso deste trabalho idénticos aos dois

isolados de referéncia utilizados.
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ABSTRACT

1. As an introduction and fundamentation of this dissertation, there is a small
description of human intestinal parasites. Focusing specifically on giardiose biological
and epidemiological aspects. The pathogenically and symptomology described in the
clinical component presents various diagnostic methodologies with corresponding
therapeutic schemes available. The description of clinical resistance cases discusses the
need and the characteristics of in vitro sensibility assays. Finalising with prophylactic

measures possibly adaptable to combat this parasitism.

2. This dissertation’s main goal is to contribute to the study of giardiose epidemiology
in the children of Portugal. The aim is to assist medication therapy by implementing
and controlling the parasites life cycle in vitro and by having routine sensibility testing

evaluations of antiparasitic agents.

3. The epidemiology questionnaire applied to children of primary school revealed that
19,5% were parasite, in which G. lamblia is the most frequent parasite occurring in
10,2% of those cases. Existing relations between positive cases of parasitism, giardosis
and enterobiosis, were evaluated against diferente variables related to social-
demographic aspects, family structure and habitat. The type of habitat, the history of
the parasitism in the family, the transmission between the members of family as well as
the possible relation between the mothers’s profession in which positive results were

detected, are associations that deserve particular attention.

4. Concentrating and purifying G. lamblia cysts from human faeces, as well as

implementing excystation and axenization methodologies made it possible to obtain
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subsequently 18 axenic isolates of this parasite. To our knowledge this constitutes as the
first embryo collection existing in Portugal representing 34% of success cases. The
methodologies used for the excystation were based on allowing contact of cysts with a
‘solution of pH 2, and as for the axenization the methodology was based on the use of
anﬁmicrobial agenfs in articulation with frequent washing processes. The control of the
complete life cycle of G. lamblia in vitro was possible through the study of cysts
obtained from trofozoits, after an application and comparison of the different
methodologies of encystation. Studies revealed that increasing to 5% the bovine bile
and pH alteration of the culture medium to 7,8 were the factors that allowed better
results obtaining all isolates encystation in 48 hours of incubation meanwhile for the 24
hours only in those conditions was observed encystation. It was observed that this
process was most efficient with the isolates ACPT98006 and ACPT98020, obtaining
more than 10 > cysts/ ml of culture medium. As for the determination of the viability of
cysts formed, flurocromo Syto-9 was used revealing that between 40% and 50% of the
cysts formed were viable, obtaining a residual percentage of viability by in vitro

encystation.

5. The implementation and comparison between the two methodologies most used to
evaluate the sensibility of G. lamblia trofozoits to the antiparasitic agents in vitro were
based on the loss of its dividing capacity and the loss of its adherent capacity. These
studies revealed that when based on the determination of the ICs, any of the
methodologies are applicable as long as the antiparasitic agents possess identical

mechanisms as metronidazole and albendazole, which were the agents tested.
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6. Evaluating the sensibility profile of metronidazole and albendazole for all isolates
obtained during these assays nothing suggests the existence of resistances. Observing
that in average terms the sensibility of albendazole comparatively to metronidazole was
56 times superior, obtaining identical results for axenized isolates in the course of this

dissertation as well as for the reference isolates.
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RESUME

1. En introduction et base du travail, une description rapide des parasitoses intestinales
humaines est proposée. Elle concerne particulierement la giardiose dont la biologie
fondamentale et 1’épidémiologie sont spécialement développées. La physiopathologie,
les symptomes cliniques ont été précisés ainsi que les méthodes de diagnostic et les
schémas thérapeutiques. La possibilité de résistance aux thérapeutiques rend nécessaire
la mesure in vitro de la sensibilité des souches. Enfin quelques mesures prophylactiques

sont rapportées pour lutter contre cette parasitose.

2. Le travail rapporté dans cette thése contribue a la connaissance de 1’épidémiologie de
la giardiose chez des enfants vivant au Portugal. Il précise les modalités thérapeutiques
soit par la connaissance du cycle évolutif in vitro du parasite soit par la réalisation en

routine de tests d’étude in vitro de la sensibilité aux agents antiparasitaires.

3. La réalisation d’une enquéte épidémiologique chez des écoliéres du premier cycle de
I’enseignement primaire a montré que 19,5% de celles-ci étaient porteuse d’une
parasitose. La giardiose était la plus fréquemment rencontrée (10, 2% des enfants). A
éte evalu¢ ’existence des rapports entre les cas positifs de parasitisme, giardiose et
enterobiose et des diverses variables socio-demografiques, bien encore comme avec des
autres variables qui rapport avec I’habitation et la cellule familiére. La typologie de
I’habitation, I’historique des épisodes de parasitisme au sein de la famille, la

transmission parmi les membres de la famille, en plus d’un possible rapport avec la
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profession de la mere et ’apparition des cas positifs, sont des associations que nos ont

mérité particuliére attention.

4. Des kystes de Giardia intestinalis ont été concentrés et purifiés a partir de feces
humaines. Le développement de techniques de dékystement et de culture axénique a
permis I’isolement in vitro de 18 souches représentant 34% des selles positives. Cette
collection est & notre connaissance la premicre collection de ce type au Portugal. Le
principe de la méthode est basé sur le contact des kystes avec une solution de pH
inférieur ou égal a 2 lors du dékystement et sur 1’utilisation d’agents antimicrobiens
associée a de fréquents lavages pour la mise en culture axénique. L’obtention et le
maintien du cycle parasitaire complet in vitro a été possible. Parmi les différentes
techniques testées, une augmentation de la concentration en bile bovine 4 5% et du pH
a 7,8 ont permis les meilleurs résultats. L’obtention et contrdle du cycle de vie complet
de G. lamblia in vitro, a été possible par 1’obtention des kystes a partir de trofozoitos
par application et comparassions des différentes méthodologies concernant
I’enkystement, lesquels ont démontré qu’une augmentation pour 5% dans la bilis bovine
et I’altération pour 7,8 du pH du milieu, sont les facteurs lesquels possibilité 1’obtention
des meilleurs résultats, notamment en permettant que tous les isolés testés produisent
kystes pour les 48h d’incubation, bien comme pour les 24h. Au fait, il y a que seulement
dans ce milieu se forment des kystes. Ces conditions se sont révélées les meilleurs pour
la production de kystes. Elles ont permis la production de plus de 10° kystes par ml de
milieu avec les souches ACPT98006 et ACPT98020. Dans ce que conceme la
détermination de la viabilité des kystes formés par 1’utilisation du fluorocrome Syto-9,
on a observé qu’environ 50% des kystes étaient viables, ayenat été obtenu par

dékystement in vitro un pourcentage résiduel de viabilité.

XXI




5. La implémentation et comparassions des deux méthodologies les plus utilisées pour
la évaluation de la sensibilité des trofozoitos de G. lamblia aux antiparasitaires in vitro,
basés dans la évaluation de la perte de la capacité de division et dans la perte de la
capacité d’adhérence, a démontré que, quand basées dans la détermination du ICsy une
comme l’autre sont applicables avec fiabilité, tant que les agents antiparasitaires
possédant des mécanismes de actuation identiques par rapport a 1’albendazole et au

métronidazole, les deux agents testés.

6. L’évaluation de la sensibilit¢é au métronidazole et a I’albendazole des souches
cultivées n’a pas permis la constatation de résistance. Par culture axénique, les souches
isolées et les souches de référence se sont révélées en moyenne 56 fois plus sensibles a

’albendazole qu’au métronidazole.
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1. Parasitoses intestinais humanas e saide publica

As parasitoses intestinais constituem um grave problema de saude ptiblica em todo o
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, sendo um dos principais
factores debilitantes da populagdo (Guyatt & Bundy, 1991; Bundy et al., 1992; Lunn et
al, 1993; Stephenson et al, 2000a; Stephenson et al, 2000b). Encontram-se
frequentemente associadas a quadros de diarreia crénica e, nos paises em
desenvolvimento, a desnutrigdo comprometendo, consequentemente, o desenvolvimento
fisico e intelectual, particularmente das criangas (Lunn et al., 1993; Ighogboja & Ikeh,
1997; Ludwig et al., 1999; Stephenson et al, 2000a; Stephenson et al., 2000b). A
Organizagdo Mundial de Saude (World Health Organization, 2000) estima em 3,5
bilides as pessoas afectadas por parasitoses intestinais das quais 450 milhdes so, na sua
maioria, criangas com doenca declarada. Por ano, em todo o mundo, cerca de 65 mil
mortes sd3o atribuidas a ancilostomiose e outras 60 mil a ascariose, calculando-se que a
amebiose seja responsavel por patologia severa em cerca de 48 milhdes de pessoas,
morrendo aproximadamente 70 mil por ano (World Health Organization, 2000).
Infecgdes multiplas sdo também comuns e os seus efeitos nefastos sdo muitas vezes
agravados pela coexisténcia de uma deficiente nutricdo (Stephenson er al, 2000b;
Howard et al., 2001). As altera¢des relacionadas com este tipo de infecgdes sio variadas
e passam por disfungdes do equilibrio nutricional, alteragdes gastrointestinais, ma
absor¢do de nutrientes e problemas de crescimento (Lunn ef al., 1993; Stephenson et al.,
2000a). Em grupos especificos como em mulheres gravidas, imunodeprimidos € em
criangas, a situagdo ¢ ainda mais grave (Ighogboja & Ikeh, 1997; Cimerman et al., 1999;

Nurdia ef al, 2001; Wiwanitkit, 2001). A Organizagdo Mundial de Saiude (World
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Health Organization, 2000) prevé que em 2025 mais de 50% da populagdo dos paises
em desenvolvimento habite em areas urbanas verificando-se um aumento da habitagio
degradada, onde parasitas como Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Ascaris
lumbricoides e Trichuris trichiura encontram condigdes propicias de proliferagio e
transmissdo (Crompton & Savioli, 1993; World Health Organization, 2000). O
conhecimento sobre estas infecgdes tem vindo a aumentar assistindo-se a progressos na
compreensdo da ecologia, epidemiologia e morbilidade a elas associadas, o que tem
permitido o desenvolvimento de novas estratégias para o controlo destas parasitoses.
Porém, a situagdo ¢ de tal modo alarmante que mereceu a criagdo da Comissdo
“Strategy Development and Monitoring for Parasitic Diseases and Vector Control”, pela
Organizagdo Mundial de Satide, constituida por duas equipas uma das quais
vocacionada para a andlise de toda a problematica relacionada com as parasitoses
intestinais (World Health Organization, 2000).

Actualmente, as autoridades sanitarias estdo de acordo em que as tinicas medidas
profilacticas a adoptar sdo aquelas que se destinam a interromper o ciclo bioldgico dos
parasitas, ora utilizando a maioria das espécies enteroparasitas a via fecal como via de
dispersdo das formas infecciosas, a sua persisténcia na popula¢io humana revela falhas
ao nivel das infra-estruturas sanitarias ou nos habitos higieno-sanitarios das populacdes
(Holland et al.,, 1988; Crompton & Savioli, 1993; Armengol et al., 1997). Assim, o
controlo das parasitoses, em geral, ndo podera deixar de passar por uma melhoria das
condi¢des higieno-sanitdrias das populagdes, das alteragdes nos habitos higieno-
-sanitarios e por aplicagdo de medidas terapéuticas adequadas. A aplicacfio desta ultima
medida em grupos passiveis de sofrerem patologia severa, como as criangas, origina por

si s, resultados significativos, dado verificar-se uma rapida melhoria do estado
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nutricional geral com aumento de crescimento, aumento de peso e reducdo do estado
anémico (Bundy et al., 1992; World Health Organization, 2000).

No respeitante a Portugal, o levantamento da informacio existente, revelou uma
quase inexisténcia de trabalhos desenvolvidos na area nos tltimos anos (Quadro I),
sendo o de Poiares da Silva (1992) o que melhor revela um caracter de continuidade, ao
prolongar-se por um periodo de 14 anos, singindo-se porém a uma area geografica
restrita — o concelho da Lousi. As condigdes ecoldgicas do pais, a nutri¢io deficiente de
uma parte da populagdo, os problemas com o abastecimento de agua, da habitagio, de
saneamento basico, a falta de uma educagdo sanitaria devidamente orientada e a falta de
colaboragdo mutua de educadores sanitarios e epidemiologistas foram indicadas como
as principais causas da incidéncia e disseminagdo de muitas parasitoses, problemas estes
que se viriam a intensificar na década de 70, com o regresso de milhares de pessoas dos
antigos territdrios ultramarinos (Poiares-da-Silva, 1980).

Em 1992, Poiares da Silva referia para o concelho da Lousd, a existéncia de um
decréscimo significativo na prevaléncia das helmintioses (10,4% em 1978 para 1,5% em
1991) e uma redugiio menos expressiva na prevaléncia da giardiose (16,0% em 1978
para 11,0% em 1991). Sousa (1990) e Cabral ez al. (1991) referem também a giardiose
como a parasitose intestinal mais frequente (Quadro I), com frequéncias de 27,9% e
24,2%, respectivemente. A desparasita¢do “cega” com anti-helminticos, realizada como
pratica corrente (Poiares da Silva, 1992), aliada a uma melhoria significativa da
qualidade de vida da populagdo portuguesa na actualidade (Barreto & Preto 2000), sio
indiciados como os factores responsaveis pelo facto das helmintioses diminuirem
significativamente ¢ da giardiose surgir como a parasitose intestinal infantil mais

frequente em Portugal (Poiares da Silva, 1992).
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2. Parasitoses intestinais humanas: o caso particular da giardiose

2.1. Biologia de Giardia lamblia

2.1.1. Classificacio de Giardia

Giardia é um protozoario flagelado observado pela primeira vez por Antonie van
Leeuwenhoek em 1681 e mais pormenorizadamente descrito por Lamb em 1859
(Ortega & Adam, 1997).

Tendo por base as caracteristicas morfoldgicas, Giardia foi classificada no Filo
SARCOMASTIGOPHORA, Subfilo MASTIGOPHORA, Classe Zoomastigophorea,
Ordem Diplomonadida e Subordem Diplomonadina (Quadro II). Trés espécies de
Giardia (Quadro III) foram descritas tendo por base as diferengas morfologicas
observadas pela utilizagdo do microscopio optico: G. agilis parasita de batraquios, G.
muris parasita de roedores, aves e répteis, ¢ G. lamblia (G. intestinalis ou G.
duodenalis) parasita de diversos mamiferos entre os quais 0 Homem. Trés outras
espécies indistinguiveis de G. lamblia pelo recurso a microscopia 6ptica, G. ardeae
(parasita de gargas), G. psittaci (parasita de aves da subfamilia Psitacinae) e G. microti
(parasita de ratazanas e rato almiscarado) foram estabelecidas com base em diferengas
morfologicas observadas por microscopia electrénica (Quadro IIT) (Meyer, 1997; Adam,

2001).
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Quadro 11

Classificagdo do Género Giardia (Beaver et al., 1986; Euzeby, 1986; Rey, 1991)

Classificagdo

Nome

Caracteristicas

Reino

PROTISTA

Microrganismos eucariotas
unicelulares, auséncia de parede
celular rigida

Subreino

PROTOZ0OA

Organismos unicelulares sem
parede celular externa rigida; com
organelos membranosos: nucleo,
vacuolos, mitocondrias, aparelho
de Golgi, lisossomas

Filo

SARCOMASTIGOPHORA

Niicleo de um sé tipo; reproducéo
sexuada, quando existe,
essencialmente singdmica;
locomogdo por flagelos,
pseuddpodes ou ambos

Subfilo

MASTIGOPHORA

Trofozoitos com um ou mais
flagelos; reprodugdo assexuada
basicamente por divisio binaria
longitudinal; em alguns grupos
reproducdo sexuada

Classe

Zoomastigophorea

Trofozoitos sem cloroplastos;
com um ou varios flagelos;
alguns grupos com forma
ameboide com ou sem flagelos

Ordem

Diplomonadida

Trofozoitos com um ou dois
cariomastigontes; géneros com
dois cariomastigontes com
simetria rotatoria dupla ou, em
Giardia, com simetria bilateral;
sem mitocondrias nem aparelho
de Golgi; formagio de quistos

Subordem

Diplomonadina

Trofozoitos com dois
cariomastigontes; simetria
rotatoria dupla ou bilateral; cada
mastigonte com 4 flagelos;
formacio de quistos

Familia

Hexamitidae

Trofozoitos com dois nucleos
adjacentes no mesmo plano
transversal; seis ou oito flagelos;
simetria rotatéria dupla ou
bilateral

Género

Giardia

Parasitas do tubo digestivo de
vertebrados;  trofozoitos com
aspecto piriforme; presenca de
um disco suctorial ventral ¢ uma
face dorsal convexa; 4 pares de
flagelos; quistos ovdides ou
elipsoidais, de parede delgada e
resistente, da qual o citoplasma se
destaca com forma caracteristica
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Quadro II1

Espécies do género Giardia (Meyer, 1997; Adam, 2001)

Morfologia por:
Espécie Hospedeiro . o Microscopia Analise molecular
Microscopia Optica Ay
electronica
Trofozoito longo e
esguio; corpusculos
. medianos em forma
. agili £ I*
G. agilis Batraquios de gota alongada e S
paralelos ao eixo
longitudinal
Trofozoito pequeno
) © arr edondad,o, com Distante de G.
G. muris Roedores dois  corpusculos .
. lamblia
medianos pequenos
e arredondados
Trofozoito de
aspecto piriforme,
1 a 2 corpusculos
G. lamblia Mamiferos medlanos em clave Cl:dd.es om
dispostos multiplos gendtipos
transversalmente
ao eixo
longitudinal
Trofozoito com
Idéntico a0 de G. disco  ventral e Mais proximo de
G. ardeae Gargas ) flagelos  caudais G. lamblia do que
lamblia e .
idénticos a (. de G. muris
muris
Trofozoito com
o Aves da subfamilia Idéntico ao de G. rebordo "
G. psittaci o ) ventrolateral SI
Psitacinae lamblia )
incompleto, sem
sulco marginal
Quistos contendo 2 Genotinos
L Ratazanas ¢ rato Idéntico ao de G. trofozoitos com oloMP
G. microti . . . .~ idénticos ao de G.
almiscarado lamblia discos ventrais X
lamblia
maturos

*Sem informagdo

2.1.2. Morfologia e ciclo de vida

2.1.2.1. Estrutura de G. lamblia

Os trofozoitos tém forma piriforme e simetria bilateral, medindo aproximadamente

12 a 15 pm por 5 a 9 um (Figura 1). O citoesqueleto inclui dois axonemas, 4 pares de

flagelos (anterior, posterior, caudal e ventral) e um disco suctorial na face ventral, sendo




Introdugdo e objectivos

esta estrutura a responsavel pela fixagdo do parasita ao epitélio intestinal (Ortega &
Adam, 1997; Adam, 2001), impedindo assim a sua eliminagdo pelo peristaltismo
intestinal que, a ocorrer, se traduziria na morte do parasita. Os trofozoitos tém dois
nucleos transcripcionalmente activos, com cariossoma central, sem nucleolos,
posicionados anteriormente e simétricos relativamente ao plano longitudinal (Kabnick
& Peattie, 1990). Posteriormente aos nticleos e transversalmente ao plano longitudinal
do trofozoito, encontram-se duas estruturas microtubulares intimamente associadas, os
corpusculos medianos ou parabasais de fung¢do desconhecida (Isaac-Renton, 1991a),
mas a sua configuragio auxilia a diferenciagéo entre os varios grupos morfoldgicos de
Giardia (Figura 1) (Meng et al., 1996). Foram identificados 5 cromossomas e indiciada
a existéncia de poliploidia de 6 a 10 (Adam et al, 1988). Lisossomas, granulos
ribossomais € de glicogénio foram detectados no citoplasma (Adam, 2001). Uma
estrutura constituida por membranas empithadas sugestivo do complexo de Golgi foi ja
demonstrada, porém a existéncia do complexo de Golgi prépriamente dito ndo foi ainda
confirmada (Gillin ef al., 1996; Soltys et al., 1996, Lanfredi-Rangel et al., 1999).

Os quistos maturos tém as estruturas duplicadas relativamente ao trofozoito, sio
tetranucleados, com 4 grupos de axonemas e tém aspecto esférico ou oval (Figura 1),
medindo 11 a 14 ym por 7 a 10 um (Ortega & Adam, 1997); sio estruturas revestidas
por uma parede com 0,3 a 0,5 um de espessura constituida por uma camada
membranosa interna, composta por uma dupla membrana € uma camada filamentosa
externa, a qual € revestida por uma teia de filamentos (Erlandsen et al., 1989). A parede
do quisto ¢ de natureza proteica a qual se encontra associado o hidrato de carbono
galactosamina sob a forma de N-acetilgalactosamina (Jarrol ez al., 1989). No respeitante
a actividade metabdlica no meio ambiente, avaliada pela medigdo da actividade

respiratoria, o quisto maturo apresenta uma redugio no metabolismo de 10 a 20%
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quando comparada com a do trofozoito, o que contribui para a sua viabilidade num

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

Figura 1 - Representaciio grafica de trés espécies morfologicas de Giardia
observadas em microscopia optica. (A-C) Face ventral de trofozoitos de G. agilis
parasita de batraquios (A), G. muris parasita de ratos (B) ¢ G. lamblia parasita do
Homem (C). (D e E) vista lateral de trofozoito de G. lamblia (D) e de quistos (E). K,
kinetosoma; N, nucleo; AD, disco ventral com propriedades suctoriais; MB,
corpusculos medianos; A1F1, flagelos anteriores; VF1, flagelos ventrais; P1F1, flagelos
posteriores; CF1, flagelos caudais; CW, parede quistica; Axn, axonema. Medi¢3es
utilizadas para distinguir espécies L (L1 a L3), B1, B2 ¢ SL (modificado de Kulda &
Nohynkova, 1978).

2.1.2.2. Ciclo de vida
De biologia simples este parasita apresenta um ciclo de vida monoxeno em que a

fase de trofozoito, presente no intestino do hospedeiro, alterna com a fase de quisto,

10
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estrutura de resisténcia emitida conjuntamente com as fezes para o exterior, sendo esta a
forma responsavel pela propagagéo da parasitose (Jones, 1991; Flanagan, 1992). Apds a
ingestdo dos quistos, o desenquistamento ocorre no duodeno como resultado da
exposi¢cdo ao pH gastrico, extremamente acido e as enzimas pancreaticas tripsina e
quimiotripsina, resultando na libertagéo de dois trofozoitos por quisto (Rice & Schaefer,
1981; Feely et al., 1991). Os trofozoitos aderem a mucosa duodenal e do jejuno
proximal, onde se reproduzem assexuadamente por divisdo binaria longitudinal. Sdo
raramente infecciosos, dado nfo serem resistentes nem ao ambiente gastrico, nem as
condi¢des externas ao organismo humano (Adam, 2001). O processo de enquistamento
inicia-se no ileo, em resposta a estimulos ainda nao de todo conhecidos, possivelmente
como resultado da exposi¢do aos acidos biliares ou a deficiéncia de colesterol no meio
(Gillin et al., 1988; Lujan et al., 1996). Nas infecgdes bem sucedidas a emissio de
quistos inicia-se 1 a 2 semanas apds a ingesto inicial (Rey, 1991), sendo estes muito
resistentes as condigdes do meio ambiente externo.

A implementa¢do do ciclo de vida in vitro tem sido tentada com recurso a
diferentes metodologias e obtengdo de resultados distintos ao nivel das duas etapas
fulcrais que o constituem: o desenquistamento, com obtengdo de trofozoitos (Bingham
& Meyer, 1979; Rice & Schaefer, 1981; Kasprzak & Majewska, 1985; Hautus et al.,
1988, Schupp et al., 1988; Cedillo-Rivera et al., 1991; Isaac-Renton et al, 1992), € o
enquistamento, com obten¢ao de quistos viaveis (Boucher & Gillin, 1990; Kane ef al.,

1991; Lujan et al., 1996; Lujan et al., 1997; Lujan et al., 1998).

2.1.2.2.1. Desenquistamento
Durante o processo natural de infecgdo, os quistos ingeridos passam para o

estdbmago do hospedeiro vertebrado onde sdo expostos ao suco gastrico, extremamente
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acido, de seguida passam ao duodeno, onde o quimo gastrico ¢ rapidamente
neutralizado pelo influxo de bicarbonato (Guyton & Hall, 1997). Sdo entdo expostos a
varias enzimas proteoliticas € aos sais biliares (Guyton & Hall, 1997), que facilitam o
desenquistamento sendo, contudo, exigida a intervengfio de uma cisteinoprotease interna
para a realizag@o do processo (Ward et al., 1997).

Apos a exposigdo as condigdes promotoras do desenquistamento, o processo realiza-
se rapidamente terminando, nas condi¢des mais favoraveis, ao fim de cerca de 10 min.
(Buchel et al., 1987).

Os estudos pioneiros desenvolvidos in vitro (Bingham & Meyer, 1979; Bingham et
al.,1979), com quistos de proveniéncia fecal humana, demonstraram que o
desenquistamento depende de um conjunto de condi¢des que mimetisam o que ocorre in
vivo. Especificamente, a exposi¢do dos quistos a um pH A&cido, que mimetisa a
passagem pelo estdmago (fase de indugio) e a sua transferéncia para um meio neutro,
onde os trofozoitos podem entfio emergir sem perigo de destrui¢io, reproduzindo a sua
entrada no duodeno (Bingham & Meyer, 1979; Rice & Schaefer, 1981; Kasprzak &
Majewska, 1985; Hautus et al., 1988; Schupp et al., 1988; Cedillo-Rivera et al., 1991;
Isaac-Renton et al., 1992).

Os diferentes métodos descritos, que relatam o processo de desenquistamento in
vitro, baselam-se, fundamentalmente, nas duas fases referidas: indugdo numa solu¢io
acida a pH <2 e incubagio em meio neutro com nutrientes. Refinamentos com a
interven¢do de outros agentes fisiologicos como a adigdo de bicarbonato, tripsina,
quimiotripsina, agentes redutores do meio e sais biliares, tém sido realizados (Rice &
Schaefer, 1981; Kasprzak & Majewska, 1985; Isaac-Renton et al., 1986; Hautus et al.,
1988; Schupp et al., 1988; Cedillo-Rivera et al., 1991; Isaac-Renton et al., 1992). O

rendimento do processo de desenquistamento obtido foi sempre inferior a 50%
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(Kasprzak & Majewska. 1985; Meloni & Thompson, 1987; Hautus et al., 1988; Cedillo-
Rivera & Muiloz. 1992; Torres et al, 1996), o que tem originado a procura de
alternativas, nomeadamente, o recurso ao desenquistamento in vivo com modelos
animais murinos, que garantem maior rentabilidade, mas que exigem o sacrificio dos
animais e a manutengdo de um biotério (Belosevic et al., 1983; Wallis & Wallis, 1986;
Visvesvara et al., 1988; Si-qi et al., 1990, Isaac-Renton et al, 1992; Torres et al,

1996).

2.1.2.2.2. Enquistamento

O processo de enquistamento parece representar, no desenvolvimento de certos
eucariotas, uma resposta primitiva de adaptagdo as condigdes ambientais adversas
(Sogin et al., 1989).

A medida que os trofozoitos se dividem e colonizam a superficie do intestino,
alguns enquistam no jejuno (Adam, 1991). Durante o processo de enquistamento, o
trofozoito torna-se globoso, desaparece o disco ventral e o parasita enrola-se sobre si
mesmo, passando os flagelos a intracitoplasmaticos (Adam, 2001). Apesar do processo
de enquistamento ser ja reproduzido in vitro desde 1987 (Gillin ef al.) a base molecular
que representa a indugdo do processo permanece ainda indefinida. Diversas condi¢des
sdo conhecidas como implicadas no desencadeamento do fenémeno in vitro: um
aumento na concentragio e/ou a fonte da bilis ou dos acidos biliares no meio de cultura
¢ a alteracdo do pH de 7.0 para 7.8, sfio factores implicados no processo, contudo, o
enquistamento foi também ja conseguido sob condigdes de auséncia de bilis (Gillin et
al., 1987; Schupp et al., 1988; Kane et al., 1991). Lujan et al. (1996) referem que o
cultivo de trofozoitos em meio TYI-S-33 deficiente em lipoproteinas é suficiente para

induzir o enquistamento, observando mesmo que a adi¢io de colesterol ou de
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lipoproteinas de baixa densidade ou de muito baixa densidade a este meio inibem o
desencadear do processo.

A localizaggo preferencial dos trofozoitos de G. lamblia na porg¢do média do jejuno
(Owen et al., 1979; Poley & Rosenfield, 1982; Gillin et al., 1987; Campbell & Faubert,
1994) sugere que o parasita requer uma elevada concentra¢do de nutrientes € um valor
de pH relativamente estavel. Como na maioria das células eucariotas (Goldstein &
Brown, 1990), a biogénese da membrana em Giardia requer colesterol (Jarrol et al.,
1981). Devido a incapacidade do parasita em sintetiza-lo (Jarrol et al., 1981) torna-se
imperioso obté-lo no meio rico em nutrientes da porgdo superior do intestino delgado,
que ¢ particularmente rico em colesterol proveniente da dieta ou da bilis (Field et al.,
1990; Thompson et al., 1993).

Os resultados dos estudos de Lujan er al. (1996) indicam que a privagio em
colesterol € necessaria e suficiente para estimular o enquistamento in vitro de Giardia,
representando os sais biliares um papel secundario no processo ao inibir, quando em
elevadas concentragdes no meio, a absor¢éio de colesterol e, por conseguinte, induzindo
o enquistamento. Quanto ao mecanismo em si Lujan ef al. (1996) atribuem-no a
alteragdes na fluidez da membrana provocadas pela auséncia ou presenca de colesterol,
ou atribuindo-lhes um papel mediador no processo de regulagio da transcrigio.

Uma vez iniciado o processo, os componentes da parede do quisto sio rapidamente
sintetizados e agrupados em vesiculas de secregdo especificas do enquistamento que os
transportam para a membrana plasmatica afim de serem libertadas para o exterior da
celula (Reiner et al,, 1990; Lujan et al, 1995). O enquistamento é concluido com a

formagido da parede quistica.
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2.2, Epidemiologia

Giardia lamblia € um parasita cosmopolita. A sua prevaléncia a nivel mundial varia
entre 2 ¢ 5% (Kappus ef al, 1994), situando-se entre 20 e 30% em paises em
desenvolvimento (Ortega & Adam, 1997).

Nas criangas a prevaléncia ¢ superior, variando de frequéncias até 5% em paises
como a Nigéria (Enekwechi & Azubike, 1994), a Espanha (Armengol et al., 1997) € o
Camboja (Lee et al, 2002), até valores da ordem dos 34% em criangas do Chile
(Navarrete & Torres, 1994) e mesmo de 62% na Palestina (Yassin et al., 1999).

Em Portugal, os estudos epidemioldgicos realizados nos 1ltimos anos sio escassos
(Quadro I), variando a frequéncia da giardiose entre 9 € 28% em criangas e jovens até
aos 16 anos.

A giardiose afecta todos os grupos etarios sendo, nas criangas dos paises em
desenvolvimento, o primeiro agente patogénico entérico a originar infec¢des (Castro,
2001).

A faixa etaria referida como a mais susceptivel é a compreendida entre os 6 ¢ os 14
anos de idade (Organisation Mondial de la Santé, 1987). Estudos de seroprevaléncia
realizados no Peru revelaram que 40% das criangas com idade inferior a 6 meses ja se
encontrava parasitada (Miotti et al., 1986). Todavia, a infecgdo niio ocorre nos lactentes
alimentados com leite materno dado este possuir IgA e 4cidos gordos livres que sdo
citotéxicos para o parasita e protegem o lactente contra a infecgiio (Nayak et al., 1987;
Ortega & Adam, 1997). Estudos recentes mostram que o contacto repetido com o
parasita leva a um aumento de protegdo atribuida 4 sensibiliza¢io do sistema imunitario,
sendo esta uma das razdes indicadas para justificar o facto de se observarem menos

casos em adultos do que na populagdo infantil (Nayak et al, 1987; Langford ef al.,
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2002). A imunodeficiéncia, independentemente da sua origem, predispde a parasitose
sintomatica crénica (Singer & Nash, 2000; Alzueta & Flori, 2001).

A maioria dos individuos infectados ¢ assintomatica (Marshall et al, 1997). Nos
individuos que desenvolvem sintomas estes surgem ao fim de 1 a 2 semanas apés a
contaminag?o (Jokipii & Jokipii, 1977; Wolfe, 1992; Hill, 1993).

O perigo dos individuos assintométicos € que, sendo portadores, transmitem a
infecgdo e sdo os principais responsaveis pela sua disseminagdo entre a populagio
(Adam, 2001). A duragdo da excrecdo de quistos é variavel e pode persistir durante

meses, sendo a parasitose transmissivel enquanto durar a emissdo de quistos (Farthing,

1996).

A ingestdo de um nimero inferior a 10 quistos de Giardia pode ja ser suficiente para
originar uma infec¢do, enquanto a ingestdo de mais de 25 quistos originam infec¢io em
100% dos casos (Rendtorff, 1954). A transmissiio por via fecal — oral, directa ou
indirecta (através de 4gua ou alimentos contaminados), ¢ a via normal de infec¢do sendo
a existéncia de bons sistemas de saneamento basico e de tratamento de Aguas de
consumo, indispensdveis para combater eficazmente esta parasitose (Ludwig et al,
1999; Greig et al., 2001). Sob condi¢des favoraveis de temperatura e humidade, como
agua entre os 4 e os 10°C, os quistos podem permanecer viaveis durante dois a trés
meses (DeReigner et al.,, 1989; Wolfe, 1992). No processo de tratamento de aguas é
necessario um tempo de exposigio de 45 minutos a uma concentragio de cloro de 1ppm
a pH 7,5 e a 25°C, para os inactivar, o que normalmente nio sucede dado as
concentragdes de cloro usadas serem inferiores (Centers for Desease Control &
Prevention, 2001). Os processos de filtragdo ou de fervura sfo alternativas muito

eficazes de retengfo ou inactivagio dos quistos (Hill, 1993).
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G. lamblia é também observada em animais domésticos, como cies, gatos € mesmo
em gado bovino e ovino, bem como numa variedade de animais silvestres entre os quais
se inclui o castor, animal implicado em surtos de giardiose observados nos Estados
Unidos (Bemric & Erlandsen, 1988; Healy, 1990; Isaac-Renton et al, 1993),
provocados pela ingestdo de agua contaminada com quistos.

A maioria dos surtos comunitarios ocorre por consumo de dgua contaminada e ndo
tratada ou insuficientemente tratada, adquirindo caracter endémico em regides com
condi¢des sanitarias deficientes (LeChevallier et al., 1991a; Isaac-Renton et al., 1993;
Marshall ef al., 1997). A transmissdo de pessoa a pessoa € comum em locais onde se
verifica a aglomerag@o de pessoas, sendo mais frequente em escolas, lares e prisdes
(Thompson, 1994; Marshall et al., 1997; Cusack ef al., 2001). Entre os viajantes esta
parasitose ¢ também uma das causas de diarreia prolongada, sendo desejavel um
aconselhamento adequado de medidas a adoptar quando se viajar para paises endémicos
(DuPont et al., 1996; Reinthaler et al., 1998; Thielman & Guerrant, 1998; Taylor et al.,
1999).

A sazonalidade da giardiose foi ja descrita em paises como o México (Ortega &
Adam, 1997), o Reino Unido (Flanagan, 1992) e os Estados Unidos (Pasley et al.,1989),
onde foi observado um pico de casos positivos no final do Verdo, porém em situa¢des
de escolas e lares nfio foi observado qualquer padréio de sazonalidade (Ortega & Adam,

1997).

17



Introdugdo e objectivos

2.3. Patogenicidade e sintomatologia

2.3.1. Patofisiologia

A Giardia € um protozoario parasita nfo invasivo, com tropismo pelo intestino
delgado e cuja patofisiologia da infec¢do no trato gastrintestinal ndo estd de todo
esclarecida (Ortega & Adam, 1997). A ma absor¢do reversivel dos lipidos, das
vitaminas A e Bi;, dos folatos e de dissacarideos foi demonstrada em alguns, mas nio
em todos os doentes parasitados e com diarreia (Beaumont & James, 1986; Hill, 1993).
Apesar da viruléncia do parasita poder variar em fungdo dos isolados (Homan & Mank,
2001), existem factores especificos do hospedeiro que condicionam a patofisiologia € a
sintomatologia da infec¢fio. Isto é observado nos casos de surtos provocados pela
ingestdio de 4gua contaminada em que um isolado infecta varios hospedeiros originando
um espectro diversificado de manifestacdes clinicas (Lopez et al, 1980). Muito
provavelmente, mais de um mecanismo esta envolvido na patofisiologia da giardiose
(Farthing, 1996). Foram propostas diversas explicagdes para a ma absorcio de
nutrientes: bloqueio fisico pelo grande nimero de trofozoitos revestindo a mucosa
intestinal, desconjugag@o dos acidos biliares, sobrecrescimento bacteriano e fiingico no
intestino delgado, aumento do furnover celular na mucosa das vilosidades e lesfio
epitelial (Beaumont & James, 1986; Shepherd, 1997). A motilidade intestinal alterada e
a hipersecre¢do hidrica, podem também ter um papel patofisioldgico, mercé da
produgdo ¢ libertagdo de grandes quantidades de prostaglandina E, pelos macréfagos
humanos, activados pelos trofozoitos de Giardia (Smith, 1985; Ganguly et al., 1987).
Foram observadas alteragdes histoldgicas de atrofia das vilosidades (Hjelt ef al., 1992),
lesdes da bordadura em escova e a presenga de infiltrados inflamatérios com destruigio

celular epitelial (Adam, 1991). Em alguns casos, estas alteragdes correlacionaram-se
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com o grau de mé absorgdo, tendo apds terapéutica sido restabelecida a normalidade
(Anand et al., 1985; Gillon, 1985; Belosevic et al., 1989). No entanto, no Homem, a
maior parte das biopsias do intestino delgado ndo revela alteragdes ou as que revela sdo
minimas, apenas com invasdo ocasional da mucosa e nenhuma resposta inflamatéria
local ou enterotoxinas (Ganguly et al., 1985).

No decurso de uma infecgdo, os antigénios de Giardia estimulam continuamente a
mucosa intestinal a qual se encontra associado tecido linfoide, sendo nos doentes com
hipogamaglobulinemia e naqueles que apresentam deficiéncia de IgA, mais grave do
que nos individuos imunologicamente normais, o que ¢ sugestivo de uma fungio
importante para o sistema imunoldgico humoral no controlo desta parasitose (Ortega &
Adam, 1997; Singer & Nash, 2000; Alzueta & Flori, 2001). Em complemento
macro6fagos, neutréfilos, motilidade intestinal e o leite materno podem também
contribuir para protecgdo em casos de infecgdo (Nayak et al., 1987; Ortega & Adam,
1997).

Apesar da aparente importancia dos mecanismos de defesa do hospedeiro a diarreia
causada por Giardia, frequentemente, pode durar semanas, nio sendo clara a razio para
os casos cronicos de giardiose o que pode dever-se a variabilidade de antigénios do
parasita (Bienz et al, 2001; Singer et al, 2001), ou ao facto dos anticorpos se
encontrarem limitados na sua actuagdo devido aos trofozoitos terem localizagio
intraluminal, isto apesar de se encontrar evidenciada a sua protec¢io em casos de nova

infecgdo ou reinfecgdo (Ortega & Adam, 1997; Langford, 2001).

2.3.2. Manifestacdes clinicas
Na giardiose o periodo prepatente e a duragio da infec¢do nfio estdio relacionados

com a dimens&o do inoculo, sendo o periodo de incubagdo de uma a duas semanas, mas
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podendo durar varios meses (Jokipii & Jokipii, 1977; Wolfe, 1992; Hill, 1993). A
duracio média dos sintomas varia entre as 3 e as 10 semanas (Backer, 2000). A
percentagem de individuos infectados, que pode permanecer assintomatica, pode atingir
os 60% (Ish-Horowicz et al., 1989; Backer, 2000), sendo mais comum nas criangas €
adultos reincidentes (Moore et al, 1969). A duragdio média da doen¢a, em surtos
epidémicos, ¢ de seis semanas (Rey, 1991). No que respeita a sintomatologia, quando
existe, € variada, encontrando-se associada a um amplo espectro de quadros clinicos que
se estendem desde uma enterite leve e auto-limitada até diarreias cronicas e debilitantes,
com esteatorreia € perda de peso (Wolfe, 1992; Hill, 1993; Lima et al., 2000). O inicio
dos sintomas pode ser abrupto: diarreia aquosa, dor abdominal, febre, vémitos ¢ mal
estar geral, ou gradual, com sintomatologia crénica, intermitente, por vezes debilitante,
caracterizada por evacuagdes moles ou diarreicas de odor fétido, flatuléncia, distensio
abdominal ¢ anorexia (Hopkins & Juranek, 1991; Thielman & Guerrant, 1998; Taylor et
al., 1999). As apresentagdes menos frequentes incluem manifestagdes alérgicas, tais
como urticaria, eritema multiforme e broncospasmo (DuPont & Capsuto, 1996). Os
casos cronicos, podem surgir associados ao comprometimento da absorgiio de aglicares
(glicose, lactose e D-xilose), gorduras e vitaminas lipossoliveis, podendo originar,
principalmente nas criangas, perda acentuada de peso e alteragdes no crescimento (Hjelt

et al., 1992; Wolfe, 1992; Hill, 1993; Lengerich et al., 1994).
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2.4. Diagnostico laboratorial

2.4.1. Métodos convencionais

Para uma correcta prescri¢do do tratamento da giardiose, ¢ necessario um correcto
diagndstico. O exame microscropico de fezes para a pesquisa de quistos ou trofozoitos,
apo6s aplicagdo de uma técnica de concentragio/enriquecimento, é a metodologia
classica (Rey, 1991).

Normalmente (Mougeot, 1995), os exames parasitologicos de fezes devem
compreender a realizago:

- de um exame macroscdpico, destinado a detectar e identificar os macroparasitas
eliminados espontaneamente ou apds tratamento,

- um exame microscépico, destinado a detectar e identificar parasitas através de um
exame directo e de uma ou duas técnicas de concentrag?o, e

- técnicas especiais, a realizar em fungio de indicagBes clinicas ou informagio
transmitida pelo préprio paciente.

Portanto, o exame coproparasitolégico deve compreender, obrigatoriamente, a
observagdo de um sedimento de fezes, apds aplicagdo de uma técnica de concentragio
para ulterior exame microscdpico. Existem inlimeras variagdes nas técnicas de
sedimentagio pelo emprego da centrifugacdo, todas elas derivadas do procedimento
original de Telemann (Golvan & Ambroise-Thomas, 1990). A mais frequente é a
Técnica de Ritchie ou de concentragio pelo formol-éter, passivel de ser aplicada a
material fecal fresco ou preservado pelo formaldeido ou pelo alcool polivinilico,
seguida de observagdo directa ou apds coloragdo pelo tricromio ou pela hematoxilina

ferrica (Golvan & Ambroise-Thomas, 1990; De Carli, 1994). A substituicio do éter
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etilico pelo acetato de etilo € uma boa alternativa, dada a sua menor toxicidade (Centers
for Disease Control & Prevention, 2002).

Devido aos quistos de G. lamblia serem eliminados com caracter de intermiténcia, a
analise apenas de uma amostra de fezes pode detectar somente 50% dos casos positivos
(Burke, 1975). Assim, ¢ recomendada a recolha e analise de 3 a 5 amostras fecais
recolhidas em dias nfo consecutivos ¢ de modo a cobrirem um periodo no minimo de
uma semana de intervalo entre a primeira e a ultima amostra (Flanagan, 1992). Muitos
antibidticos, antiacidos, laxantes e produtos de contraste radioldgico, podem inibir a
eliminag@o de quistos, de modo que a recolha de fezes deve ser adiada por 5 a 10 dias
apos este tipo de intervengdes (Pickering & Engelkirk, 1988).

Os falsos-negativos podem ocorrer mesmo nos casos em que se procede ao exame
de 3 amostras fecais (Flanagan, 1992), assim, no caso em que a suspeita de giardiose se
mantenha, deve optar-se por realizar um tratamento dirigido ou por prescrever uma
técnica complementar de diagnostico invasiva. Em certas situagdes torna-se mais
simples realizar um esquema terapéutico, mesmo sem um correcto diagndstico, porém
em casos em que o paciente apresente sintomatologia que inspire maior preocupago
(como em criangas com um estado de ma nutri¢do), o médico deve preocupar-se com a
realiza¢do um diagnéstico preciso antes de proceder a qualquer tratamento (Gardner &
Hill, 2001).

Técnicas invasivas como a capsula duodenal (Entero-teste™), para recolha de muco
duodenal, a aspiragio e biopsia duodenais, com subsequente analise microscopica para a
pesquisa de formas parasitirias, sio menos utilizadas mas por vezes necessarias
(Rosenthal & Liebman, 1980; De Carli, 1994). A pesquisa de G. lamblia no conteudo
duodenal ¢ encarada como uma metodologia complementar ao exame

coproparasitologico tradicional, tendo Goka et al. (1990) revelado, através de uma
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revisdo bibliografica, que a maior ou menor eficacia de ambas ¢ relativa, variando no
caso da andlise do conteudo duodenal entre 25 e 100%, enquanto o exame

coproparasitogogico oscilava entre os 43 e os 100%.

2.4.2. Novos métodos

Métodos imunoldgicos e serologicos de diagndstico tém sido desenvolvidos e
aplicados ao diagndstico da giardiose e incluem técnicas de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assays) ¢ EIA (enzyme immuno assays), destinadas a detectar proteinas
de trofozoitos e quistos nas fezes (Green et al., 1985; Isaac-Renton, 1991b; Vale &
Cabral, 1993; Katanik et al., 2001) ou imunoglobulinas no soro (Goka et al., 1986),
técnicas de imunofluorescéncia directa e indirecta com anticorpos monoclonais
(Sullivan et al., 1987, Jokipii et al., 1988; Aziz et al., 2001; Iturriaga et al., 2001) e
técnicas de contraimunoelectroforese (Janoff et al., 1989) para detectar antigénios de
quistos nas fezes. Apesar de requererem menor dispéndio de tempo, a sensibilidade e
especificidade de todas estas técnicas é variavel, surgindo nos testes que pesquisam
coproantigénios (nomeadamente a proteina GSA 65) problemas de reacgdes cruzadas
com outras proteinas presentes nas fezes; no que respeita aos testes que pesquisam
anticorpos no soro estes podem detectar anticorpos ndo especificos e ndo distinguirem
infecgdes presentes de passadas (Flanagan, 1992; Ortega & Adam, 1997). Os testes
serolégicos sdo uteis nos estudos epidemioldgicos, mas nido sio suficientemente
sensiveis ou especificos para o diagnostico individual (Goka et al., 1986; Visvesvara et

al., 1980)
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2.5. Tratamento

2.5.1. Tratamento dirigido

Existem algumas alternativas terapéuticas para tratar os doentes sintomaticos na
tentativa ndo s6 de aliviar os sintomas e prevenir o desenvolvimento de doenga crénica,
mas, principalmente, com a intengdo de eliminar a parasitose (Quadro IV e V). Os
portadores assintomaticos em areas ndo endémicas devem ser tratados sempre que
identificados, uma vez que podem transmitir a infec¢do ou desenvolver doenga
sintomatica, nfo sendo todavia o tratamento muito facil dado que, dependendo do pais,
nem sempre todos os farmacos estdo disponiveis e nenhum ¢ eficaz em todos os casos
(Quadro IV e V), para além de ocorrerem, para muitos deles, efeitos adversos ou contra-
indicagdes de maior ou menor gravidade (Davidson, 1984; Gardner & Hill, 2001; Nash
et al., 2001).

Na terapéutica farmacoldgica tipica trés grupos de firmacos sio actualmente
utilizados (Hill, 1993; Farthing, 1996): os nitroimidazois metronidazol, tinidazol,
ornidazol e secnidazol, o derivado nitrofurano furazolidona e o composto acridinico
quinacrina. O metronidazol tem sido o agente quimioterapico de eleigdo, apesar dos
efeitos secundarios que lhe estdio associados e das resisténcias que comegam a ser
conhecidas (Lemée et al., 2000; Nash et al., 2001). O aminoglicosideo paromomicina é
sugerido em caso de gravidez, dado ndo ser absorvido e possuir baixa toxicidade
(Kreutner et al., 1981). Os derivados benzoimidazélicos, mebendazol e albendazol, que
sdo muito utilizados como anti-helminticos de largo espectro, tém sido investigados no
que respeita a possivel actividade giardicida, com obtengio de bons resultados (Edlind
et al., 1990; Meloni et al., 1990; Cedillo-Rivera & Muiioz, 1992; Lemée et al., 2000).

Estes farmacos sdo bem tolerados e os resultados s3o promissores, principalmente, no
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que respeita ao albendazol (Al-Waili & Hasan, 1992; Hall & Nahar, 1993; Morgan et
al., 1993; Pungpak et al., 1996; Reynoldson et al., 1998).

Em Portugal s@io comercializados sob forma para administragio oral, o
metronidazol, o secnidazol, o tinidazol ¢ o albendazol, todos sob a forma de
comprimidos, o que dificulta a administraggo a criangas (Tupam, 2002), ¢ desde 1988 o
albendazol sob a forma de suspensio oral (Sterling, comunica¢do pessoal). Os
comprimidos podem ser ingeridos triturados, embora o seu sabor desagradavel dificulte
a aceitagdo deste método e tenha incentivado a procura em Espanha do metronidazol em
suspensdo oral sendo mesmo requisitado com frequéncia por farmacias portuguesas
(Castro, 2001). Actualmente, a comercializagdo de albendazol em suspensdo oral
(Tupam, 2002), veio possibilitar uma nova opgdo, melhor aceite pelas criangas, muito
embora ainda ndo seja dada indicagio para o tratamento da G. lamblia, pelo Laboratério
Sterling que o fabrica e comercializa.

Apesar dos diversos casos de patologia declarada de giardiose, inimeros deles
exigindo mesmo hospitalizagdo (Lengerich et al, 1994) e dos milhdes de pessoas
infectadas em todo o mundo, poucos tém sido os trabalhos de revisdo sobre a
terapéutica efectuados para esta parasitose. A inexisténcia de protocolos clinicamente
estabelecidos € publicados para o seu tratamento, conduziu Gardner & Hill (2001) a
realizarem uma compilag@o, na tentativa de condensar informaggo importante sobre o
tema, tanto mais que comega a ser marcante a necessidade de se encontrarem
alternativas a terapéutica habitual, dado os casos de resisténcia que surgem e as poucas
alternativas terapéuticas de que dispomos (Mclntyre et al., 1986; Meloni et al., 1990;
Lemee et al., 2000; Nash et al., 2001). Assim no Quadro IV encontram-se descritos os
diferentes principios activos utilizados no tratamento da giardiose, bem como a

posologia para adultos e criangas, com referéncia aos principais efeitos secundarios,
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Quadro IV
Doses recomendadas e efeitos secundarios de principios activos anti-Giardia
(modificado de Gardner & Hill, 2001)

Principio activo

Dosagem para adultos

Dosagem para pediatria

Efeitos secundarios

Metronidazol

Tinidazol

Ornidazol

Secnidazol

Quinacrina

Furazolidona

Paromomicina

Albendazol

Bacitracina

250mg (3 x dia) x 5-7 dias

2g, dose Unica

2g, dose unica

2g, dose tinica

100mg (3 x dia) x 5-7 dias

100mg (4 x dia) x 7-10 dias

500mg (3 x dia) x 5-10 dias

400mg (1 x dia) x 10 dias

120 000U (2 x dia) x 10 dias

Smg/kg (3 x dia) x 5-7
dias

50mg/kg, dose tinica
(max. 2g)

40-50mg/kg, dose unica
(max. 2g)

25-30mg/kg, dose unica

2mg/kg (3 x dia) x 7 dias

2mg/kg (4 x dia) x 10 dias

30mg/kg/dia em 3 doses x
5-10 dias

15mg/kg/dia x 7dias)
(max. 400mg)

Nio testado em criangas
com idade inferior a 10
anos

Dores de cabega, nduseas,
vomitos, sabor metalico,
urticaria

Interacc¢do com élcool

Casos raros de: pancreatite,
toxicidade do sistema
nervoso central,
leucopenia reversivel,
neutropatia periférica,
achatamento das ondas T
com o uso prolongado

Mutagénico/carcinogénico?

Idénticos ao metronidazol

Idénticos ao metronidazol

Idénticos ao metronidazol

Nauseas e vomitos,
vertigens, dores de
cabega

Descoloragio amarelo-
alaranjada da pele e das
mucosas

Raramente psicose toxica

Nauseas, vomitos, diarreia
Urina de cor castanha forte,
interacgéio com o alcool

Hemoélise moderada na
situagdo de deficiéncia
de G6PDH

Carcinogénico?

Ototoxicidade e
nefrotoxicidade em casos
de administragio
sistémica

Anorexia, obstipagio

Raramente: neutropenia
reversivel e elevacdo dos
valores indicadores da
funcido hepatica

Teratogénico?

Nauseas, vomitos,
desconforto abdominal

Nefrotoxicidade com
absor¢io sistémica
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Quadro V
Eficacia de principios activos com actividade anti-Giardia
(modificado de Gardner & Hill, 2001)*

Principio activo Dose” Eficicia média®(%) Amplitude da eficicia

Metronidazol 500-750mg/dia x 5-10 dias 88 60-95
2,0-2,4¢g dose unica 48 36-60

2,0-2,4g dose unica x 2 dias 71 67-80

2,0-2,4g dose unica x 3 dias 93-100

15-22,5mg/kg/dia x 5-10 dias® 94 80-100

Tinidazol 300mg/dia x 7 dias 87 74-100
1,0-2,0g dose unica 92 86-100

50mg/kg dose nica® 91 80-96

Ornidazol 1,0-2,0g dose unica 96-100
40-50mg/kg dose tnica® 92-100

Secnidazol 2,0g dose unica 86-100
30mg/kg, 1 ou 2 doses® 88-100

Quinacrina 300mg/dia x 5-7 dias 95-100
6-8 mg/kg/dia x 5-10 dias® 92-95

Furazolidona 400mg/dia x 7-10 dias 80-85
8mg/kg/dia x 7-10 dias® 92 81-96

Albendazol 200-800mg/dia x 1-3 dias 24-81
200-400mg/dia x 5-7 dias 94-100

Paromomicina 10-50mg/kg/dia ou 55-88

1,500mg/dia x 5-10 dias

Bacitracina 240 000U/dia x 10 dias 95

“A eficicia ¢ baseada em estudos que variam no que respeita s metodologias empregues

®0s valores das doses representam totais diarios que podem, ou ndo, ser divididos em vérias tomas.
°A eficacia média foi calculada sempre que existiam 4 ou mais estudos

“Populagiio pediatrica

enquanto no Quadro V se apresenta a eficicia dos diferentes principios activos usados

no tratamento desta parasitose.

2.5.1.1. O metronidazol
2.5.1.1.1. Nota histérica
O metronidazol [1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol] (Figura 2), é um dos

raros exemplos de um agente quimioterapico desenvolvido de encontro a um parasita e
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que desde logo demonstrou ter largo espectro como agente anti-bacteriano (Freeman et
al., 1997). Nos laboratérios de Rhone-Poulenc na Franga, os extractos de Streptomyces
spp. eram testados para averiguar a sua actividade contra Trichomonas vaginalis, sendo
a azomicina, um 2-nitroimidazol, identificada e tendo demonstrado ter propriedades
tricomonicidas. Esta propriedade desencadeou um processo que levou a sintese quimica
e a testes de sensibilidade de muitos nitroimidazdis, entre os quais o metronidazol, que
demonstrou particular actividade in vitro contra T. vaginalis ¢ Entamoeba histolytica
(Samuelson, 1999). A giardiose passou a ser tratada com o metronidazol depois deste
parasita ser reconhecido como patogénico na década de 70 (Zaat et al, 1997).
Presentemente, o metronidazol, que ¢ barato, tem boa penetragéio nos tecidos e produz
efeitos colaterais aceitaveis, quando ndo utilizado em tratamentos de longa duragio, é
largamente utilizado como agente quimioterdpico para a profilaxia de infecges por
anaer6bios, bactérias Gram® e Gram, tratamento de infecgdes pelos mesmos
organismos e por protozoarios (Falagas et al, 1998; Megraud & Doermann, 1998)
pertencendo, em Portugal, ao Formuldrio Hospitalar Nacional de Medicamentos

(Ministério da Satide, 2000).

”—‘ N

2\ - CHs

02N ITI
CH,CH,OH

Figura 2 - Férmula de estrutura do metronidazol
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2.5.1.1.2. Mecanismo de ac¢io

Estudos recentes de parasitas sensiveis ao metronidazol sugerem que estes
eucariotas apresentam novas adaptacdes ao seu nicho anaerdbico que se encontram
relacionadas com a sensibilidade apresentada aquele nitroimidazol:

a) a Giardia e as amibas ndo apresentam enzimas da fermentagio, nomeadamente a
lactatodehidrogenase e a piruvatodescarboxilase, que estio presentes em fungos e outros
eucariotas (Tsuji ef al., 1994; Mucke et al., 1996);

b) os parasitas do lumen intestinal parecem ter adquirido por transferéncia, genes
bacterianos que codificam enzimas fermentativas (Smith et al., 1992; Rosenthal et al.,
1997), que incluem uma ferrosulfoproteina denominada
piruvatoferredoxinoxidoredutase (POR), envolvida na activagdo do metronidazol
(Narikawa, 1986; Hrdy & Muller, 1995; Townson ef al., 1996),

c) todos estes parasitas ndo apresentam mitocondrias, mas tém um gene que codifica
uma proteina homologa da proteina mitocondrial 60-kDa de choque térmico (Hsp60) o
que indicia que a Giardia terd perdido as suas mitocéndrias durante o processo
evolutivo (Soltys & Gupta, 1994; Bui et al.,,1996; Gillin et al, 1996; Roger et al.,
1998).

E sobre estas caracteristicas que assenta a citotoxicidade selectiva do metronidazol,
que resulta do facto deste principio activo necessitar de ser reduzido para uma forma
activa, a forma citotéxica, e faz com que o metronidazol seja atractivo para fins
terapéuticos (Johnson, 1993).

O metronidazol entra nos microrganismos anaerébios ou microaeréfilos e nas
células andxicas ou hipdxicas, por difusfo passiva, o seu grupo nitro € reduzido por uma
via metabdlica de baixo potencial redox (Figuras 3 e 4), que existe exclusivamente em

bactérias e protozoarios anaerdbios ou microaer6filos (Johnson, 1993; Falagas &
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Gorbach., 1995). O grupo nitro da droga actua como aceitador de electrdes das
proteinas de transporte de electrdes com potenciais redox negativos suficientemente
baixos (p.e. flavoproteinas nas células de mamiferos e ferradoxinas (Fd) ou o seu
equivalente nos protozoarios e bactérias), previamente reduzidas por POR (Townson et
al., 1994a; Falagas & Gorbach 1995). Esta reac¢do faz diminuir a concentragdo
intracelular do principio activo, criando um gradiente que promove a difusio do
metronidazol para o interior dos organismos susceptiveis (Falagas & Gorbach, 1995). A
POR ¢ inactivada pelo oxigénio, de tal modo que a sensibilidade do microrganismo ao
metronidazol esta relacionado quase de 1:1 com a presenga de POR activada (Narikawa,
1986). No Homem, a piruvatodehidrogenase substitui a POR e somente se forma
NADH em lugar de Fd reduzida (Samuelson, 1999). O metronidazol é também
reduzido e activado em tecidos pouco oxigenados, como no caso de abcessos ou centros

de necrose nos tumores (Koch et al., 1997).

NADH ou Piruvato
metronidazol - .
(activo) ferradoxina l POR
NAD" .
me’(ronich'iz(:)l!l ferradoxina acetil-CoA +
(inactivo) ACS ALDHE

Y
acetaldeido

ADHE

ADHA1
ADH3

y

Figura 3 — Vias metabdlicas decorrentes no citosol de Giardia lamblia. POR -
piruvatoferredoxinoxidoredutase; ALDHE - acetaldeidodehidrogenase CoA-
dependente; ADHE —  alcooldehidrogenase = NAD-dependente; ADHs -
alcooldehidrogenases NADP-dependentes; ACS — acetil-CoAsintetase (modificado de
Samuelson, 1999).
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As enzimas da via fermentativa, na Giardia e nas amibas, estio localizadas no
citosol (Muller, 1992; Townson et al., 1994a; Townson et al., 1996; Brown ef al., 1998;
Sanchez, 1998), iniciando-se a fermentagdo do piruvato a etanol, CO, e acetato com a
POR (Figura 3). A POR cataliza a descarboxilagio oxidativa do piruvato a
acetilcoenzima A (Acetil-CoA), produzindo CO, e reduzindo a ferradoxina. Na
auséncia de metronidazol ¢ de oxigénio como aceitador de electrdes, a ferradoxina
reduzida, doa o seu electriio ao dinucledtido de nicotinamida ¢ adenina (NAD) (Bui &
Johnson, 1996). Alguns parasitas luminais entre os quais a Giardia, convertem acetil-
CoA em acetaldeido via uma acetaldeidodehidrogenase CoA-dependente (ALDHE)
(Figura 3), ausente no Homem (Sanchez, 1998). A acetaldeidodehidrogenase CoA-
independente (ALDH) esta presente no Homem e localiza-se nas mitocondrias (Mays et
al., 1998). A Giardia, tal como as amibas, convertem acetaldeido em etanol via uma de
trés alcooldehidrogenases (ADHs), que incluem uma ADHE NAD-dependente e uma
ADHI1 e ADH3 NADP-dependentes (Sanchez, 1998). Estas vias podem constituir sitios
alvo para novos principios activos & semelhanga do que esta ja descrito para as amibas

(Yong et al., 1996).

a b ¢ d e
R-NO; - R-NO;" =+ R-NO - R-NO~ — R-NHOH
02-' & 0,
f

Figura 4 - Activagdo do metronidazol (a) em passos de singletos para radical livre-
-nitro (b) nitroso (c) radical livre-nitroso (d) e finalmente, hidroxiamina (e). Sob
condi¢des aerobicas, a reoxidagio (f) dos radicais livres-nitro produz a forma inactiva e
um anido superéxido (modificado de Johnson, 1993).

O metronidazol reduzido, que € citotxico mas de vida curta, interactua com o DNA
causando a perda da sua estrutura helicoidal, quebra das cadeias €, consequente inibigio

da sintese de acido nucleico provocando morte celular (Borst & Ouellette, 1995;
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Freeman et al, 1997). Para além disso, pensa-se que estes intermedidrios toxicos
interactuam com outros componentes celulares como proteinas € membranas, resultando
dai danos celulares irreparaveis (Freeman et al., 1997). Esta relagdo entre os danos
provocados no DNA e a redugdo do R-NO; do metronidazol ja foi demonstrado in vivo
e in vitro (Johnson , 1993).

O oxigénio ¢ um aceitador alternativo de electrdes que parece competir com o
metronidazol (Johnson, 1993). Ensaios conduzidos na auséncia ou presenga de
oxigénio, usando anaerobios facultativos, revelam uma concentrag¢do inibitéria mais
elevada na presenca de oxigénio, comprovando que o oxigénio interfere no efeito
antimicrobiano do metronidazol (Johnson, 1993). E concebivel que isto ocorra via re-
oxidagdo do radical R-NO, ou por competi¢do directa do oxigénio por electrdes
necessarios para reduzir o metronidazol. No caso de Giardia este problema nio se pde,
porque este parasita € microaerdfilo, desenvolvendo-se in vitro em meio axénico
(Adam, 1991), tendo os trofozoitos uma sobrevivéncia muito reduzida num ambiente
com uma concentragdo elevada de oxigénio (note-se que a cisteina adicionada ao meio
de cultura fornece uma protecg@o parcial contra o efeito do oxigénio) (Adam, 1991).

A resisténcia ao metronidazol € rara e, normalmente, observada em organismos que
sdo considerados classicamente susceptiveis, como T. vaginalis, Bacillus fragilis
(Falagas et al., 1995) e Helicobacter pylori (Megraud & Doermann, 1998).

A resisténcia ao metronidazol em protozoarios do limen intestinal tem tido um lento
desenvolvimento e ainda ndo se tornou um importante problema clinico. Trés razdes
podem ser indicadas para tal:

a) a poliploidia, que ao existir implica que uma alteragdo num uinico gene nio seja

suficiente para conferir resisténcia ao agente quimioterapico (Adam et al., 1988);
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b) estes parasitas terem poucas alternativas metabdlicas ao POR, que activa o
metronidazol; no que respeita a Giardia e as amibas, elas ndo apresentam
lactatodehidrogenase nem piruvato descarboxilase, presente noutros eucariotas (Reeves,
1984; Tsuji et al., 1994; Mucke et al., 1996; Brown et al., 1998), todavia diminuigdes
na actividade da POR e alteragdes na permeabilidade da membrana estdo associadas
com o processo de resisténcia em Giardia (Townson et al., 1994b) ndo sendo ainda
plenamente conhecidos;

¢) um aumento da expressdo de genes “multidrug resistance” (mdr), que conferem
resisténcia a agentes com caracter hidrofébico mas ndo ao metronidazol (Borst &

Ouellette, 1995; Ghosh et al., 1996).

2.5.1.2. O albendazol

2.5.1.2.1. Nota historica

A descoberta por Brown et al. (1961) de que o tiabendazol possuia potente
actividade contra os nemadtodes gastrintestinais incentivou o desenvolvimento dos
benzimidazo6is como agentes anti-helminticos de largo espectro, utilizados no Homem.
Das centenas de derivados testados trés salientaram-se pela sua actividade, o
tiabendazol, o mebendazol ¢ o albendazol, encontrando-se a utilizagdo do primeiro na
medicina humana em declinio devido & sua relativa toxicidade (Tracy & Webster,
1991). O albendazol [5-(propiltio)-1H-benzimidazol-2-il] (Figura 5) é um benzimidazol
carbamato recente, de utilizagdo generalizada contra helmintas e preferido para o
tratamento da cisticercose (Del Brutto et al., 1993) e da hidatidose (Horton, 1989). A
semelhanga do mebendazol parece possuir certa actividade giardicida tendo-se mostrado

eficaz no tratamento de alguns casos no Homem (Hall & Hahar, 1993; Pungpak et al.,

1996).
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Figura 5 — Férmula de estrutura do albendazol e sulf6xido de albendazol
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2.5.1.2.2. Mecanismo de acc¢io

A absor¢do ao nivel do intestino humano ¢ variavel e maxima quando em presenca
de alimentos ricos em lipidos, sendo rapidamente metabolizado a sulfdxido (Figura 5)
no figado (Venkatesan, 1998). Este metabolito ¢ dotado de potente actividade
antiparasitaria e € excretado, principalmente, pela urina mas também na bilis (Gottschall
et al.,1990). O sulféxido de albendazol e a sulfona de albendazol, s3o os dois principais
metabolitos resultantes da metabolizagdo do albendazol, sendo produzidos
sequencialmente (Venkatesan, 1998) e ocorrendo a sulfonagdo em pequena quantidade
(Galtier et al., 1986). O albendazol pode ser oxidado, naturalmente, por incubacio a
37°C, nas formas sulféxido (71% de oxidagdo) e sulfona (7% de oxidagio) (Fetterer &
Rew, 1984).

Quando Oxberry et al. (2000) expuseram trofozoitos de G. lamblia ao albendazol in
vitro, detectaram esta forma na regifio média-dorsal, a forma sulféxido na regifio
posterior-dorsal ¢ a forma sulfona em agregados junto aos corpuisculos medianos.
Tratou-se da primeira evidéncia de que G. lamblia possuia via(s) metabdlica(s) que lhe
permite metabolizar o albendazol. E aceite que a sulfoxidagfo do albendazol, no

Homem, ocorre no figado e envolve um sistema de enzimas NADPH-dependentes,
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sendo desenvolvida pelo citocromo P-450 e pelo Flavinadeninadinucleotido (FAD)
contendo monoxigenases (Venkatesan, 1998).

O potencial do albendazol contra G. lamblia envolve a interacgdio do principio
activo com tubulinas e/ou giardinas do citoesqueleto (Reynoldson et al., 1992) que
representam sitios alvo. Contudo, ndo se observaram alteragdes na actividade flagelar
apos exposicdo de trofozoitos ao albendazol, enquanto se observou uma actividade
selectiva pela tubulina do disco ventral ou pelas giardinas que lhe estdo associadas
(Edlind et al,1990; Meloni et al, 1990). A integridade dos microtibulos,
conjuntamente com a presenga de actina, miosina, o-actina e tropomiosina, para a
integridade do disco ventral ¢ fundamental para a sobrevivéncia do parasita (Feely et
al.,1982).

O albendazol inibe a aderéncia de G. lamblia sem aparente efeito no funcionamento
dos flagelos, o que sugere a possibilidade da tubulina flagelar necessitar de ligagdo local
para os benzimidazois ou da tubulina dos flagelos e do disco serem distintas (Adam,
1991). A perda da aderéncia, apesar do funcionamento dos flagelos parecer intacto,
mostra que o funcionamento dos flagelos por si sé nio é factor suficiente para garantir a
aderéncia (Adam, 1991).

O albendazol afecta também o metabolismo energético, como foi demonstrado por
Hall et al. (1992) que observou alteragdes nos produtos finais de diversas vias
metabdlicas. Utilizando isolados de G. lamblia geneticamente distintos, estes
investigadores observaram uma redugio na produgido de etanol e um aumento nas

quantidades de acetato e de alanina produzidos.
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2.5.2. Resisténcia a terapéutica

As taxas de cura apds tratamento farmacoldgico para os diferentes regimes
terapéuticos sdo, normalmente, superiores a 90% (Quadro V). Contudo, encontram-se
descritos alguns casos de insucesso, apds administragdes sucessivas de medicamentos
que, embora resultem na eliminag@o da parasitose na maioria dos casos, ndo atingem os
100% de eficacia (Lemée et al., 2000; Nash et al., 2001).

Cinco potenciais causas (para além de outras ainda desconhecidas) sdo indicadas
para o insucesso do tratamento: reinfec¢do, utilizagdo de esquemas terapéuticos
inadequados, imunosupressdo, resisténcia ao tratamento e sequestragdo nos ductos
pancreaticos (Soto & Dreiling, 1977; Goldstein et al, 1978; Nash et al., 2001). Em
situagdes clinicas normais, a presen¢a de imunosupressdo, reinfec¢do ou sequestragio
(Soto & Dreiling, 1977; Goldstein et al., 1978) podem ser detectadas. Certos doentes
com imunosupressdo, tais como os que apresentam hipogamaglobulinemia de grau
variavel (Ament & Rubin, 1972; Hermans et al., 1976; Ament et al., 1976), ou doengas
linfoproliferativas que afectam o tracto gastrintestinal (Waldmann et al., 1974; Ward et
al, 1983; Matuchansky et al.,1985), parecem ser anormalmente susceptiveis a
glardiose, que com frequéncia ¢ dificil de tratar. Embora doentes VIH positivos € com
SIDA possam ser, normalmente, tratados com sucesso (Janoff et al., 1988), em alguns
casos desenvolvem complicagdes que se podem traduzir em risco de vida, nfo
respondendo a parasitose a terapéutica usual (Aronson et al., 2001). A reinfec¢do é
comum em regides onde a infec¢fo é fortemente endémica ¢ onde a contaminago
ambiental ¢ elevada (Gilman et al., 1988). Nos paises desenvolvidos, onde a prevaléncia
da infecgdo ¢€ baixa e a exposigdo ¢ esporadica, a reinfecgido ndo é, com frequéncia, uma
causa de insucesso do tratamento (Nash et al, 2001). Situa¢des com doentes que

apresentam farmacocinética alterada para os principios activos giardicidas ou que se
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encontrem parasitados com estirpes resistentes ao tratamento, sdo raramente
documentadas (Lemée ef al., 2000; Nash et al., 2001). Os factores farmacoldgicos que
sdo importantes para o sucesso do tratamento n3o estdo ainda determinados (Nash et al.,
2001).

Nos casos de resisténcia, sdo sugeridas as seguintes alternativas: terapéutica com
antiparasitario alternativo, ciclos multiplos e/ou combinados de principios activos
standard, aumento do tempo de tratamento, aumento da dose, ou aumento da dose e do
tempo de tratamento (Gardner & Hill, 2001; Nash et al., 2001). A combinagdo de
metronidazol e quinacrina mostrou-se eficaz em 5 de 6 casos de resisténcia descritos por
Nash et al. (2001). No que respeita a existéncia de uma correlagio consistente entre a
resisténcia/sensibilidade determinada in vitro e os casos de tratamento ndo conseguido
(Gardner & Hill, 2001) ndo foi ainda verificada, o que deixa ainda em aberto se os casos
de resisténcia declarada sfio efectivamente reais, tanto mais que ndo existe ainda um
ensaio normalizado para avaliagdo da sensibilidade de trofozoitos de Giardia in vitro,

ou in vivo em animais (Nash et al., 2001).

2.5.3. Ensaios de sensibilidade

A avaliagio da sensibilidade de trofozoitos de G. lamblia a agentes quimioterapicos
in vitro, esta dependente da obtencdo de trofozoitos para a realizacio dos ensaios,
encontrando-se descritas diversas metodologias para a obteng3o de isolados axénicos
deste parasita. A obtengdo de trofozoitos através de aspirados duodenais/bidpsias
(Jokipii & Jokipii, 1980; Gordts et al., 1984; Gordts et al., 1985) ou da aplica¢do do

“Entero-test ™"’

(Korman et al.,1990) ao hospedeiro humano e a obtengio de trofozoitos
a partir do desenquistamento in vitro (Bingham & Meyer, 1979; Schupp er al., 1988) ou

in vivo, em modelos murinos (Wallis & Wallis, 1986) sdo as alternativas existentes.
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Todas as metodologias apresentam vantagens e desvantagens. A obtengdo de trofozoitos
directamente do hospedeiro humano por técnicas invasivas, ¢ desconfortavel para o
individuo e, para além de requerer autorizagdo do mesmo, ndo é uma metodologia
exequivel em estudos epidemiologicos. O desenquistamento in vitro traduz-se em baixa
taxa de sucesso, nunca superior a 50%, deparando-se com problemas na axenizagio das
culturas, contrariamente ao desenquistamento in vivo, que através da utilizagdo de
modelos murinos, permite uma taxa de sucesso significativamente superior € um menor
numero de problemas na axenizagdo das culturas, todavia tem custos acrescidos e exige
a existéncia de um biotério (Isaac-Renton et al., 1992; Torres et al., 1996).

No que respeita a avaliagdo da sensibilidade de trofozoitos de G. lamblia a agentes
quimioterdpicos, ndo existe uma metodologia normalizada nem tdo pouco
primordialmente aceite, o que dificulta a comparagio dos resultados obtidos nos
diferentes estudos.

Tradicionalmente, os testes de avaliagdo da susceptibilidade in vitro sio realizados,
no que respeita ao suporte onde decorrem, em tubos de cultura ou em placa de
microtitulagdo. Estes ultimos t&ém como principal dificuldade a criagfio e controlo do
ambiente pobre em oxigénio ou mesmo anaerébico durante o ensaio, apresentando
Upcroft & Upcroft (2001) uma boa alternativa. Os ensaios realizados em tubos de
cultura consomem mais material e tempo e por conseguinte sio mais dispendiosos.
(Upcroft & Upcroft, 2001).

A investigagdo progressiva do tratamento da giardiose com novos agentes
quimioterapicos e a avaliag@o da resisténcia aos agentes tradicionais esta dependente de
ensaios que avaliem a viabilidade dos trofozoitos apds exposi¢do a varias concentragdes
do agente antiparasitario em estudo. Varios métodos aplicados in vitro tém sido

descritos, todos eles baseados na avaliagdo da viabilidade apds exposi¢io ao agente
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quimioterapico, durante um periodo de tempo que varia consoante a metodologia.
Assim temos:

a) os que se baseiam na perda do movimento flagelar (Jokipii & Jokipii, 1980), que
sendo de facil execugdo, tem como principal desvantagem o facto dos trofozoitos
poderem ter ja perdido a capacidade de se reproduzirem e, portanto, de manterem
efectivamente a parasitose continuando, contudo, a apresentar movimento flagelar;

b) os que se baseiam no crescimento dos clones em meio semi-solido (Gillin &
Diamond, 1981), que tém como principal desvantagem o facto de necessitarem de
grande volume de meio de cultura e dependerem da eficiéncia de clonagem, que € de
aproximadamente 25% (Gillin & Diamond, 1980);

c) os que avaliam alteragdes de pardmetros bioquimicos dos trofozoitos, como o
consumo de oxigénio (Sousa & Poiares da Silva, 1999), a incorporagio de *H-timidina
(Boreham et al., 1984), ou a redugdo metabdlica de sais soliveis de tetrazolium em
formazan (Wright et al.,1992). Como desvantagens ha a necessidade de se atender ao
sitio alvo do agente antiparasitario, uma vez que corremos o mesmo risco referido em
a), para além de alguns implicarem o uso de compostos radioactivos; sdo todavia de
rapida execugio;

d) os que se baseiam na aderéncia dos trofozoitos a superficie de vidro/plastico do
suporte de cultivo (Meyer, 1970; Meloni et al., 1990; Upcroft & Upcroft, 2001), que
dependem da distribuigdo homogénea das células aderentes pela superficie e
pressupdem que apenas as viaveis aderem, encontrando-se sempre relacionadas a uma
certa subjectividade na selecgdo dos campos a considerar para a realizagio das
contagens, caso ndo se normalize o processo; sdo os mais utilizados;

€) os que se baseiam na capacidade de divisdo dos trofozoitos em meio liquido

(Hill et al., 1986, Edling, 1989), que poderdo ser sobrevalorizados uma vez que os
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trofozoitos podem perder a capacidade de aderéncia (sendo arrastados pelo
peristaltismo, deixando a parasitose de ser efectiva) antes de perderem a capacidade de
divisdo celular.

A escolha da metodologia a adoptar terd que atender ao tipo de agente
quimioterapico a testar, no que respeita aos sitios alvo, caso contrario correr-se-a o risco
dos ensaios ndo traduzirem a realidade, como foi ja descrito por Pearce et al. (1996)
para a metodologia que avalia a incorpora¢do de 3H-timidina quando se avalia a
sensibilidade ao albendazol ou outros benzoimidazdis.

Os dois tipos de testes mais utilizados baseiam-se na capacidade de divisdo (Hill et
al., 1986; Edling, 1989; Cedillo-Rivera & Mufioz, 1992) ¢ na capacidade de aderéncia
dos trofozoitos (Meyer, 1970; Meloni et al., 1990; Morgan et al., 1993; Pearce ef al.,
1996; Upcroft & Upcroft, 2001), apds a exposi¢do ao agente quimioterapico, avaliando
este ultimo a propriedade de aderéncia que parece representar um importante pré-
requesito para a patogenicidade de Giardia bem como para o estabelecimento efectivo
da parasitose (Crouch et al., 1990; Favennec et al., 1992).

Em alternativa aos ensaios in vitro Lemée et al. (2000) propuseram uma
metodologia in vivo baseada num modelo murino. Aqueles autores apds infectarem
ratinhos com 6 dias de vida, procediam ao tratamento com metronidazol ou albendazol
6 dias apds a infecgéo, sendo os ratinhos sacrificados 48h depois para averiguar sobre a
existéncia de trofozoitos no intestino delgado. Esta metodologia parece necessitar ainda
de investigagdo mais profunda, nomeadamente no que respeita a comparagdes com

estudos in vitro a realizar com os mesmos isolados.
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2.6. Profilaxia

Duas medidas basicas sdo importantes na prevencdo (Rey, 1991; Licea et al., 1998;
Ludwig et al., 1999; Machado et al., 1999). A primeira consiste na higiene pessoal para
prevenir a disseminagd0o pessoa a pessoa a partir, principalmente, de portadores
assintomaticos. A lavagem cuidadosa das maos antes de preparar refei¢cdes e apds a ida
a casa-de-banho ou apds a muda de fraldas das criangas ¢ higiene basica, embora seja
com frequéncia descurada. A segunda medida é assegurar a melhoria das infra-
estruturas higieno-sanitarias, nomeadamente na criagdo de uma rede de saneamento
basico, aliada a implementag@o e controlo da rede de abastecimento de agua, com a
finalidade de evitar surtos nas populagdes por elas abastecidas.

No que respeita ao tratamento de agua, a presenca de quistos de Giardia nas aguas
indica contaminagéo fecal (LeChevallier et al., 1991a; LeChevallier et al., 1991b; Isaac-
Renton et al, 1996), de modo que também estardo presentes outros microrganismos
potencialmente patogénicos. Os protocolos para o tratamento da dgua nfo sdo faceis de
estabelecer, dado que os microrganismos variam na sua susceptibilidade as diferentes
técnicas de purificagdio. No que respeita aos quistos de Giardia, sdo altamente
susceptivels ao calor e podem ser inactivados a 45°C/5min., sendo a filtragdo também
um processo eficaz (Ongerth et al., 1989). A utilizagdo de métodos quimicos com a
utilizagdo de cloro, iodo, ou de outros agentes desinfectantes, estio amplamente
disponiveis em diversas formas e sdo eficazes desde que usados em concentragdes e
com o tempo de exposi¢do adequado (Rice ef al.,, 1982; Ongerth et al., 1989; Rubin et
al., 1989; Winiecka-Krusnell & Linder, 1998).

Turistas e viajantes em zonas de risco, bem como qualquer pessoa que pratique

actividades recreativas em aguas superficiais nestas zonas, deverdo ter especial atengdo
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a possivel ingestdo de agua contaminada (Andersson & DeJong, 1989; LeChevallier et
al., 1991a)

O tratamento dos casos positivos ¢ aconselhavel muito embora um tratamento
maci¢o em zonas endémicas seja desaconselhado dado estar inerente a esta parasitose,
como a tantas outras, um défice no que respeita as infra-estruturas higieno-sanitarias
(Armengol ef al., 1997; Centers for Disease Control & Prevention, 2002). No existe

medicagdo profilactica para a giardiose.
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3. Objectivos

Do que ficou exposto se pode compreender toda a problematica actual relativa a
giardiose em Portugal e no mundo, assim, ¢ finalidade deste estudo contribuir para o
conhecimento epidemioldgico da giardiose em Portugal € para uma melhor aplicagio da
terapéutica medicamentosa no combate a esta parasitose.

Entenderam-se como prioritarios os seguintes objectivos:

1. Através da realizagio de um inquérito epidemioldgico em criancas de idade escolar
da cidade do Porto, pretende-se determinar a frequéncia da giardiose e de outras
parasitoses intestinais e relacionar os casos positivos de parasitismo com as
caracteristicas socio-demograficas das criangas inquiridas e respectivos agregados
familiares. Serdo também avaliadas a associag@o entre os casos positivos e o historico
familiar no que concerne a parasitoses intestinais, bem como com a presenca de animais

domésticos/de companhia existentes na residéncia.

2. Implementagdo in vitro do ciclo de vida de G. lamblia. A partir de quistos de G.
lamblia isolados, proceder-se-a ao seu desenquistamento, & manutencdo dos trofozoitos
in vitro, ao enquistamento em diferentes meios de cultura e ao subsequente

desenquistamento, completando assim o ciclo de vida in vitro.

3. Estudo in vitro do efeito dos principios activos mais usados no tratamento da
giardiose, em estirpes de G. lamblia isoladas em (2). Pretende-se fazer o levantamento

da sensibilidade dos isolados de G. lamblia obtidos face ao metronidazol, agente
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quimioterapico mais utilizado no tratamento da giardiose, e ao albendazol, que parece

surgir como uma boa alternativa ao metronidazol.

Justificacdio dos objectivos e importincia dos resultados no estado actual dos

conhecimentos

Sendo G. lamblia o parasita patogénico mais frequente no intestino do homem
(Thompson et al., 1994) e embora a sua presenga possa ser assintomatica, infecgdes
intensas sdio responsaveis por distirbios gastrintestinais e por problemas no
desenvolvimento, particularmente na crianga (Adam, 1991). Assim, sé o aprofundar do
conhecimento da biologia, epidemiologia, diagndstico, tratamento e profilaxia,

permitirdio o combate eficaz contra esta parasitose.

1. Em Portugal, ¢ escasso o conhecimento relativo a giardiose, embora pequenos
levantamentos epidemiolégicos localizados sugiram elevada prevaléncia de G. lamblia
principalmente na populag@o infantil (Trinca et al., 1990; Cabral et al., 1991; Poiares da
Silva, 1992). Deste modo, com o cumprimento do primeiro objectivo contribuiremos

para aumentar os conhecimentos sobre a epidemiologia da giardiose em Portugal.

2. Embora o ciclo de vida de G. lamblia seja ha muito conhecido, s6 a partir de 1976 foi
possivel manter o parasita em cultura (Meyer, 1976) o que veio facilitar o aprofundar
dos conhecimentos sobre esta parasitose. Todavia a dificuldade de obtengio de novos
isolados axénicos e a manuten¢dio do ciclo de vida deste parasita in vitro, tém

contribuido para limitar a diversidade ¢ quantidade de estudos com Giardia. Assim, o
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cumprimento do segundo objectivo permitira iniciar a primetra colecgdo de isolados de

G. lamblia existente em Portugal.

3. No tratamento da giardiose sdo, normalmente, usados derivados do 5-nitroimidazol,
nomeadamente o metronidazol e mais recentemente os benzimidazois albendazol e
mebendazol (Katiyar et al., 1994). O metronidazol, tendo reconhecida eficicia contra o
parasita, sendo produzido a baixo custo e sendo bem tolerado, é indiscutivelmente o
principio activo mais usado no combate a giardiose. Contudo, a possivel
carcinogenicidade deste principio activo em uso prolongado € o seu uso indiscriminado,
que tem vindo a originar o aparecimento de isolados resistentes (Wright et al., 1992;
Upcroft & Upcroft, 1993; Lemée et al., 2000), obrigam a procura de alternativas. A
manuten¢do de G. lamblia in vitro permitiu desenvolver testes de susceptibilidade a
agentes antiparasitdrias, que vieram comprovar a existéncia de isolados com elevada
resisténcia ndo s6 ao metronidazol mas também a outros principios activos usadas no
combate a esta parasitose (Majewska et al., 1991; Townson et al., 1992; Upcroft &
Upcroft, 1993; Lemée et al, 2000; Nash et al, 2001). Assim, o cumprimento do
terceiro objectivo permitira indagar sobre a existéncia ou ndo de isolados resistentes ao
principio activo anti-giardia mais utilizado em Portugal e tirar ilagdes sobre o

albendazol como possivel alternativa.
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PARTE II- MATERIAL E METODOS
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1. Materiais

1.1. Populacio e amostra em estudo

Populacio em estudo
No inquérito epidemioldgico, as criangas que frequentavam as Escolas do 1° Ciclo
do Ensino Bésico na freguesia da Vitoria no ano lectivo de 1997/98 e na freguesia de

Paranhos em 1998/99, da cidade do Porto, constituiram a popula¢io em estudo.

Amostra estudada

A amostra foi constituida pelas 907 criangas que frequentavam seis Escolas do 1°
Ciclo do Ensino Basico, das quais 290 frequentavam as 3 Escolas da freguesia da
Vitéria € 617 frequentavam 3 Escolas, seleccionadas aleatoriamente por sorteio, na

freguesia de Paranhos.

1.2. Reagentes e matérias primas

Os reagentes e matérias primas de caracter geral, foram os que a seguir se

descriminam pelas marcas comerciais respectivas.

Sigma: dlcool isopropilico (I 0398), bilis bovina (B 8381), L-cisteina. HCL (C-
7880), citrato férrico amoniacal (F 5879), dimetil sulféxido - DMSO (D 2650),
gentamicina (G 1272 ou G 1397), meio minimo essencial de Eagle's (M 9288), mistura
de antimicrobianos (A 9909 ou A 5955), solugdo balanceada de sais de Hanks (H 8264),

soro de vitelo deficiente em lipoproteinas (S 5394).
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Difco: casitone (0259-17-9), extracto de levedura (0127-17-9).

Merck: cloreto de sdédio (1.06404), éter etilico (1.00921), glicose (1.08342),
hidrogenocarbonato de sodio (1.06329), hidroxido de sddio (1.06498), sacarose
(1.07654), tolueno (1.08325), dihidrogenofosfato de potassio (1.04873).

J. M. Vaz Pereira: formol 35-37%.

Biochrom: soro bovino (S9115).

Riedel-de-Haen: hidrogenofosfato de potassio (04248), acido ascorbico (33034).

Molecular Probes: Syto-9® (Kit L-7007).

1.3. Antiparasitarios
Foram utilizados o metronidazol (M 1547) e o albendazol (A 4673) da SIGMA.
Solugdes concentradas foram preparadas em tamp@o fosfato salino (10mM; pH 7,4)
para o metronidazol € em DMSO no caso do albendazol. A concentragdo final de

DMSO nos tubos dos ensaios foi sempre inferior a 0,5%.

1.4. Isolados de referéncia

Foram utilizados os isolados de G. lamblia Portland 1 (ATCC 30888) ¢ WB
(ATCC 30957) adquiridos a American Type Culture Collection e descritos como

sensiveis ao metronidazol e albendazol.

1.5. Equipamento e software especificos
Sistema de ultrafiltragdo Nalgene modelo DS0320.
Microscépio Nikon modelo Eclipse E600, com Optica de contraste interferencial de

fase (DIC) e sistema de epi-fluorescéncia dotado de filtro G — 2A.
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Microscépio invertido Nikon modelo Eclipse TC300, com O6ptica de contraste
Hoffman.
Sistema de captagcdo e analise de imagem: Lucia versdo 4.11 dos “Laboratory

Imaging”, Republica Checa.
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2. Métodos

2.1. Inquérito epidemioldgico
2.1.1. Tipo de estudo

Tratou-se de um estudo transversal, analitico, que decorreu durante os anos lectivos
de 1997/98 na freguesia da Vitéria e no de 1998/99 na freguesia de Paranhos, concelho

e distrito do Porto, envolvendo criangas do 1°Ciclo do Ensino Basico.

2.1.2. Questionario
Ap6s a obtencdo de autorizagdo da DREN — Dire¢do Regional de Educa¢do do

Norte (Anexo 1), as criangas cujos encarregados de educagdio permitiram a sua

participagdo no inquérito epidemiolégico (Anexo 2) foram alvo de um questionario

anonimo com perguntas abertas e fechadas, dirigido aos encarregados de educagio.

Neste questionario definiram-se as seguintes variaveis:

- Sexo;

- Idade (expressa nas classes: menos de 7 anos, 7, 8, 9 ¢ mais de 9 anos);

- Freguesia de residéncia (expressa nas classes de freguesias da Vitdria, de Paranhos,
outras freguesias da cidade do Porto e freguesias de outros concelhos);

- Tipo de habitagdo (expressa nas classes moradia/casa rural, andar/apartamento e
casa degradada/barraca);

- Numero de elementos do agregado familiar (expressos nas classes de 2 a 4 € mais de
4 elementos);

- Existéncia de parasitas intestinais nas criangas analisadas e nos restantes elementos

do agregado familiar, nos tltimos dois anos;
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- Contacto com animais domésticos/de companbhia,

- Escolaridade dos pais (expressa por um nimero que traduz a média das pontuagdes
correspondentes ao grau de instrugdo atribuido ao pai € a mae, ou no caso de sé
haver no agregado um deles, pela pontuagdo simples. Varidvel usada como
indicativo da classe social (Graffar, 1956; Lopes et al., 1996);

- Profissdo dos pais, expressa pela escala de Graffar (1956);

- Caracteristicas da habitagdo no que respeita a:

- Quintal/jardim, cozinha, casa de banho e electricidade (resposta sim/nio),
- Agua da rede publica/dgua do pogo, saneamento basico/fossa séptica

sumidoura (resposta alternativa).

2.1.3. Recolha de material biolégico

Para a recolha do material bioldgico a analisar foram distribuidos, por crianga, um
conjunto de 3 frascos para a recolha das fezes, um por semana, uma lamina com fita
adesiva transparente para a pesquisa de ovos de Enterobius vermiculares e uma folha de
instrugdes (Anexo 3). A recolha do material foi realizada pelos pais ou pelos

encarregados de educag@o.

2.1.4. Exames parasitoldgicos

A pesquisa de parasitas foi realizada por exame macroscopico das fezes e
observagdo microscopica do sedimento, apds enriquecimento pela técnica do formol-
¢ter (técnica de Ritchie). A pesquisa de Enterobius vermicularis foi realizada pela

técnica da fita adesiva transparente (teste de Graham).
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2.1.4.1. Técnica do formol-éter ou de Ritchie

A técnica de enriquecimento pelo formol-éter (Golvan & Ambroise-Thomas, 1990;
De Carli, 1994; Mougeot, 1995) foi executada da forma como resumidamente se
descreve. Cerca de lcm® de material fecal homogeneizado, foi suspenso em 10ml de
solugdo de cloreto de sddio 0,9% e filtrado por crivo metalico. Apos centrifugacdo a
650g/1min. foi decantado o sobrenadante e repetida a lavagem do sedimento até
sobrenadante limpido. Este foi entdo ressuspendido em 7,5ml de formaldeido a 10% e
apos um periodo de 5Smin. de repouso, para fixagdo, foram adicionados 2ml de éter
etilico, centrifugando a mistura a 500g/1min. apds agitagdo vigorosa. Foram, assim,
obtidas 4 camadas: a camada etérea com os lipidos dissolvidos, o rolhdo com restos
fecais, a camada de formaldeido € o sedimento onde se localizam os elementos
parasitarios. Foram rejeitadas as 3 camadas superiores e observado o sedimento ao
microscopio com objectivas de 10x, 40x e 100x de ampliagdo, para a pesquisa de

elementos parasitarios.

2.1.4.2. Técnica da fita adesiva transparente ou de Graham

As colheitas para a pesquisa de ovos de FEnterobius vermicularis, foram
realizadas de manhd, antes de qualquer higiene (Golvan & Ambroise-Thomas, 1990; De
Carli, 1994; Mougeot, 1995). A porgdo de fita adesiva transparente fornecida, colada
sobre uma lamina de microscopia, foi destacada e aplicada varias vezes sobre a regido
perianal da crianga, sendo depois, novamente, colada na referida 1amina, com cuidado,
de modo a evitar a formag&o de pregas ou bolhas de ar. Para a pesquisa dos ovos de E.
vermicularis, a fita adesiva foi levantada cuidadosamente, tendo-se colocado uma gota
de tolueno sobre a lamina apds o que se aplicou a fita. A preparagdo ficou translicida,

permitindo uma mais facil visualizagdo dos ovos. A lamina foi examinada ao
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microscopio com objectiva de 10x, tendo a confirmag@o sido feita com a objectiva de

40x.

2.1.5. Tratamento dos casos parasitados

Em 5 das Escolas envolvidas no estudo existiu a colaboragdo da médica escolar, no
sentido de prescrever o tratamento que considerasse adequado. Para as protozooses foi
usado o metronidazol (Flagyl®), 2 tomas de Y2 comp. de 250mg por dia durante 10 dias
e para as helmintioses foi utilizado o pamoato de pirantel (Combantrin®) numa toma
unica, a repetir uma semana depois no caso de infecgdo por E. vermicularis. Na Escola
que ndo dispunha de médica escolar ¢ nas situagdes de infecgio, foi dada indicacdo aos
encarregados de educagdo para recorrerem ao médico de familia com o resultado do

exame parasitologico.

2.2. Isolamento e ciclo de vida de G. lamblia in vitro

2.2.1. Obtencio dos quistos

Na obten¢do de amostras purificadas de quistos de G. lamblia, foram utilizadas
fezes humanas francamente positivas para este parasita (20 ou mais quistos por campo
visual do microscépio com objectiva de 40x), colhidas & ndo mais de 3 dias, durante a
realizagdo do inquérito epidemioldgico e em dois laboratorios de Analises Clinicas da
area do Grande Porto.

Os quistos foram concentrados e purificados, a partir das amostras de fezes, por
aplicacdo da combinagdo do método de flutuagdo de Roberts-Thomson et al. (1976)
com o método descrito por Sheffierld & Bjorvatn (1977), baseado num gradiente
descontinuo de sacarose, que se descreve sumariamente. Cada amostra de fezes foi

suspensa em agua destilada e filtrada grosseiramente, tendo 5 ml desta suspensdo sido
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adicionados, lentamente, sobre 5 ml de uma solucdo 0,85M de sacarose e centrifugados
a 600g/5min./4°C. Os quistos aspirados da interface agua-solugdo de sacarose foram
lavados com agua destilada, suspensos em 3 ml de dgua destilada e adicionados a 6ml
de um gradiente descontinuo de sacarose (0,4 — 0,85M). Apds centrifugacdo a 600g/10
min./4°C os quistos foram recolhidos da interface das solugdes de sacarose 0,4 - 0,85M
e lavados com agua destilada. Os quistos assim concentrados foram mantidos em agua
destilada a 4°C, por um periodo nunca superior a 3 dias, afim de serem submetidos a

desenquistamento.

2.2.2. Desenquistamento e estabelecimento de culturas axénicas

O desenquistamento foi conseguido seguindo o procedimento de Bingham &
Meyer (1979) modificado por Schupp et al. (1988). Seis mililitros de meio minimo
essencial de Eagle's adicionado de cisteina (50mM) e acido ascérbico (50mM), foram
diluidos até 50ml com solugdo balanceada de sais de Hanks. A 6ml desta solugio
inocularam-se 5x10° quistos de G. lamblia em tubos de cultura de polistireno de face
plana (Nunc) e incubou-se a 37°C/15min., em banho de dgua. Apds incubagio, o pH foi
ajustado até a neutralidade com hidrogenocarbonato de sodio 7,5% e os quistos
sedimentados por centrifuga¢fo a 1000g/10min./4°C. O sedimento foi ressuspendido em
meio TYI-S-33 modificado por Keistar (1983) (Anexo 4) com 10% de soro bovino
inactivado, gentamicina (0,5mg/ml), penicilina G (1000unidades/ml), estreptomicina
(Img/ml) e anfotericina B (2,5ug/ml). Os tubos foram entdo a incubar a 37°C e
examinados, periodicamente, durante 48h na procura de sinais de desenquistamento
pela presenca de trofozoitos. Sempre que se observaram trofozoitos o meio foi
substituido, periodicamente, para que a cultura se expandisse e para remover detritos

fecais, até se estabelecer uma monocamada de trofozoitos. Foram realizadas subculturas
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cada 3 a 7 dias, dependendo da taxa de crescimento da cultura, em novo meio TYI-S-33
modificado mas com uma concentragio de antimicrobianos 10 vezes inferior.

Foram realizados testes de avaliagdo do grau de pureza que consistiram em
sementeiras em 2 tubos com meio Sabouraud/gentamicina, um tubo de meio TYI-S-33
modificado sem antimicrobianos e uma placa com gelose sangue. A gelose sangue, um
tubo com Sabouraud/gentamicina € um tubo com meio TYI-S-33 modificado foram
incubados a 37°C durante 24 a 48h e o outro tubo com Sabouraud/gentamicina foi

deixado a temperatura ambiente durante 5 a 7 dias.

2.2.3. Criopreservacio de trofozoitos e reconstituiciio de culturas

Com a finalidade de preservar os isolados obtidos, foram congelados os trofozoitos,
segundo metodologia de Hautus et al. (1988). Os tubos de cultura com trofozoitos num
periodo tardio da fase exponencial de crescimento, foram agitados e rejeitado o
sobrenadante. Apos serem de novo cheios com meio de cultura, foram mergulhados
num banho de gelo durante 15 min. e agitados, periodicamente, afim de que todos os
trofozoitos desaderissem das paredes do tubo. Apds centrifugagdo a 600g/10min./4°C
foi ajustada a concentragio de células a aproximadamente 2 x 10%ml com meio de
cultura TYI-S-33 modificado e adicionado de DMSO, até concentrago final entre 5 e
10%. Procedeu-se depois a distribuigio em frac¢des de 0,5ml em criotubos (Nunk) € a
congelagdo a —80°C, num contentor (Nalgene) com alcool isopropilico.

Para reconstituir as amostras, a descongelagdo foi realizada rapidamente em banho
de agua a 37°C, seguido de centrifuga¢iio a 600g/5min. e ressuspensio dos trofozoitos
em meio TYI-S-33 modificado. Repetiu-se o processo de centrifugagio e ressuspensio,

apds o que se incubaram a 37°C.
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2.2.4. Enquistamento

O enquistamento foi conseguido por modifica¢des das metodologias de Schupp et
al. (1988), Boucher & Gillin (1990) e Lujan et al. (1996). Basicamente, a partir de
culturas de trofozoitos de G. lamblia em fase de crescimento exponencial tardia, foram
inoculados 1x10° trofozoitos em meio de enquistamento (meio TYI-S-33 modificado,
com 4cido lactico 0,6mg/ml, pH 7,8 ¢ as alteragdes especificas discriminadas para cada
tipo de meio — Anexo 5), em tubos de cultura de 10ml, a que se seguiu incubagio a 37°C
durante 24 ou 48h. Posteriormente € apos inversio dos tubos, decantou-se a suspensdo
para novos tubos que se centrifugaram a 500g/10min. Seguidamente, suspendeu-se o
sedimento em agua destilada por um periodo superior a 1h, a fim de lisar os trofozoitos
que ndo enquistaram, e procedeu-se a contagem dos quistos em camara de Newbauer.

Os estudos sobre enquistamento foram realizados em duas fases. Na primeira
utilizando 3 tipos de meios de enquistamento (Anexo 5: Meio A — com 5% de soro de
vitelo deficiente em lipoproteinas de baixa densidade, Meio B — com 5% de bilis bovina
e Meio F — desprovido de glicose), foi avaliada a eficiéncia de enquistamento dos
1solados axenizados e dos de referéncia. Numa segunda fase foi avaliada a eficiéncia de
enquistamento do isolado ATCC30957 apds exposi¢do de 24 e 48h a todos os meios de
enquistamento (Anexo 5: Meio A, Meio B, Meio C — com 0,25% de bilis porcina, Meio
D — com 5% de bilis porcina, Meio E — desprovido de qualquer tipo de soro, Meio F,
Meio G — desprovido de glicose e de qualquer tipo de soro), tendo-se posteriormente
alargado o estudo aos isolados ACPT98020, ACPT98019 ¢ ACPT98006 para o tempo
de exposicdo de 48h.

Para se indagar sobre a viabilidade dos quistos formados foi usado o fluorocromo
Syto-9® e a viabilidade determinada por microscopia de epi-fluorescéncia, apds

incubagio de 1ml da suspensdo de quistos em agua com Iul do fluorocromo a
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temperatura ambiente durante 15min. Todavia e previamente, procedeu-se a um
refinamento da técnica tendo para tal sido testado o fluorocromo nas concentragdes de 1
e 5 pl por ml de suspensdo de quistos. Apenas se determinou a viabilidade durante a

primeira fase das experiéncias de enquistamento e para os isolados ACPT 98006 e

ATCC 30957.

2.3. Ensaios de sensibilidade de trofozoitos de G. lamblia a

antiparasitarios

A fim de se eleger um método a implementar para se proceder a avaliagdo da
susceptibilidade dos diferentes isolados de G. lamblia aos antiparasitarios, procedeu-se
a comparacdo de dois dos métodos mais utilizados: o descrito inicialmente por Meloni
et al. (1990), que se baseia na avaliagdo da perda da capacidade de aderéncia dos
trofozoitos as paredes do tubo de cultura, € o descrito por Hill e al. (1986), que se
baseia na perda da capacidade de divisdo dos trofozoitos.

Para a comparag@o dos métodos referidos foram realizadas 5 experiéncias, com 3
réplicas cada, para cada um dos agentes quimioterapicos metronidazol e albendazol.

Para a determinagdio do perfil de sensibilidade dos isolados de G. lamblia ao
metronidazol e albendazol, todos os ensaios foram realizados em duplicado e repetidos

duas vezes.

2.3.1. Por determinacéo da inibi¢do da aderéncia

Nove mililitros de meio de cultura modificado foram inoculados com 5x10°
trofozoitos e incubados a 37°C/45min., a fim de que os trofozoitos aderissem as paredes
do tubo (Nunk). Dilui¢des apropriadas dos antiparasitarios foram adicionadas de modo

a obter séries de concentragdes desejadas para o metronidazol (0,5 a 4x10°uM) e
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albendazol (6x107 a 4x10° uM), completando-se depois o volume de 10ml com meio de
cultura. Apds incubagdo a 37°C/24h, foi determinado o nimero de trofozoitos aderentes
a parede dos tubos, por campo visual, com ampliagdo de 200x em microscopio
invertido. A inibigdo da aderéncia foi determinada por compara¢do com os valores do
controlo de cada ensaio.

O resultado foi apresentado como percentagem de inibi¢do (%lI), de acordo com a
férmula:

%I = (N.° celulas controlo — N.° células teste)/N.° células controlo x 100

2.3.2. Por avaliacdo da inibicdo da capacidade de multiplicacio

Nove mililitros de meio de cultura modificado foram inoculados com 5x10°
trofozoitos e incubados a 37°C/45min. O principio activo foi adicionado de modo a
serem obtidas as mesmas concentragdes usadas no método anteriormente descrito. Apds
incubag@o a 37°C/24h, todas as células aderentes foram destacadas e ressuspendidas por
imersdo dos tubos num banho de gelo durante 15 min., seguidamente, 100ul desta
suspensdo foram adicionados a 1500pl de meio de cultura e incubados a 37°C/48h.
Apds inactivagdo dos trofozoitos com formaldeido a 2%, a densidade celular foi
determinada por contagem em cadmara de Newbauer e comparada com a do controlo.

O resultado foi apresentado como percentagem de inibicio de acordo com a
férmula:

%I = (N.° células controlo — N.° células teste)/N.° células controlo x 100
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2.4. Tratamento estatistico
2.4.1. Inquérito epidemiologico
Foi utilizado o método de independéncia do y?, com correcgiio de Yates ¢ o teste de

Fisher exacto, quando o anterior nfo era valido, tendo-se adoptado o nivel de

significancia de 0,05. Para tal, utilizou-se o programa Epi Info Versdo 6.05a.

2.4.2. Ensaios de sensibilidade

Para a comparagdo de ambas as metodologias de avaliagdo da sensibilidade aos
antiparasitarios foi adaptado o modelo logistico (Guilhermino et al., 1999) aos dados de
cada ensaio, por utilizacdo do método dos minimos quadrados e utilizado o teste ¢
Student, para a comparagio das diferentes variaveis.

No rastreio da sensibilidade dos isolados de G. lamblia ao metronidazol e
albendazol, foi utilizada a andlise de Probit (Finney, 1977) para a determinacio das

concentragdes inibitdrias ICso.
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PARTE III - RESULTADOS
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1 — Inquérito epidemioldgico

Das 290 criangas que frequentavam as 3 Escolas da freguesia da Vitéria e das 617
que frequentavam as 3 Escolas da freguesia de Paranhos, mostraram-se indisponiveis ou

abandonaram o estudo, respectivamente, 117 (40,3%) e 298 (48,3%).

1.1. Frequéncia dos agentes parasitarios

Para a pesquisa de elementos parasitarios nas fezes, apesar de se ter solicitado o
envio de 3 amostras intercaladas de uma semana, foram consideradas apenas as 2
primeiras, dada o nimero diminuto de casos em que se observou a devolugdo dos 3
frascos.

Das 471 criangas que aderiram ao estudo, 92 (19,5%) encontravam-se parasitadas
(Quadro VI), tendo-se identificado os protozoarios Giardia lamblia, Entamoeba coli,
Endolimax nana, e os helmintas Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides e
Hymenolepis nana. Os parasitas mais frequentes foram G. lamblia, observado em 48
criangas (10,2%) e E. vermicularis, observado em 28 (5,9%).

Na freguesia da Vitéria, a frequéncia global de parasitoses observada (26,0%), bem
como de giardiose (13,3%) e enterobiose (7,5%), sdo superiores as observadas na
freguesia de Paranhos (respectivamente 15,8%, 8,4% e 5,0%). Porém, sé &
estatisticamente significativa a diferenga observada para as parasitoses no seu conjunto
(X2=7,30, p=0,0069), o mesmo ndo se observando nem para a giardiose (x2=2,88,
p=0,0898) nem para a enterobiose (x’=1,20, p=0,2724).

Das 45 criangas parasitadas 10 (22,2%) apresentavam infecgdes miuiltiplas,

distribuidas entre G. lamblia e E. coli (3), E. coli € E. nana (3), G. lamblia ¢ E.
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vermicularis (2), G. lamblia ¢ E. nana (1) e G. lamblia, E. coli, E. vermicularis e E.

nana (1).

Quadro VI

Frequéncias das parasitoses intestinais observadas nas criangas de Escolas do 1° Ciclo

do Ensino Basico das freguesias da Vitdria e de Paranhos

Vitéria (N=173)

Paranhos (N=298)

Total (N=471)

Agentes N % N % N %

Protozoarios

Giardia lamblia 23 13,3 25 8.4 48 10,2

Entamoeba coli 10 5,8 10 3.4 20 472

Endolimax nana 3 1,7 3 1,0 6 1,3
Helmintas

Enterobius vermicularis 13 7,5 15 5,0 28 5,9

Ascaris lumbricoides 1 0,6 0 0,0 1 0,2

Hymenolepis nana 0,0 1 0,3 1 0,2
Total de criangas parasitadas” 45 26,0 47 15,8 92 19,5

*10 casos com multiparasitismo

1.2. Sexo e idade

No Quadro VII ¢ apresentada a distribui¢fio etaria, por sexo, das criangas que

aderiram ao estudo, tendo-se situado, para os sexos masculino e feminino

respectivamente, entre os 5 € os 13 anos ¢ 0s 6 ¢ os 12 anos de idade, com uma mediana

de 8,0 anos para ambos.

Das 471 criangas inquiridas 66 (14,0%) tinham 5 ou 6 anos, 104 (22,1%) tinham 7

anos, 129 (27,4%) tinham 8 anos, 114 (24,2%) tinham 9 anos ¢ 58 (12,3%) possuiam

entre 9 € 13 anos de 1dade. Relativamente ao sexo, 229 (48,6%) eram rapazes e 242

(51,4%) eram raparigas. A amostra ¢ homogénea no que respeita a distribuigdo das

criangas em estudo quanto ao sexo e a idade.
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Quadro VII
Distribuig@o etaria, por sexo, das criangas em estudo
Idades Sexo masculino Sexo feminino Total
{Anos) N % N Y%
<7 29 12,7 37 15,3 66
7 52 22,7 52 21,5 104
8 70 30,5 59 24 4 129
9 48 21,0 66 273 114
>9 30 13,1 28 11,5 58
Total 229 100,0 242 100,0 471

x2 =4,46; p = 0,3469

Os casos de giardiose, de enterobiose e de parasitismo na generalidade, distribuem-

-se de igual modo pelo sexo masculino e feminino (Quadro VIII) e, na faixa etéria

estudada, pelas diferentes classes de idades consideradas (Quadro IX).

Quadro VIII
Distribuigdo, por sexo, das criangas parasitadas

Criangas

Tipo d it S Total
'Po de parasttose exo Parasitadas (%) Nio parasitadas (%) o
Todas as parasitoses Feminino 46 (19,0) 196 (81,0) 242
Masculino 46 (20,1) 183 (79.,9) 229

x> =0,03; p = 0,8580
Giardiose Feminino 24 (9,9) 218 (90,1) 242
Masculino 24 (10,5) 205 (89,5) 229

x> <0,01; p =0,9605
Enterobiose Feminino 14 (5,8) 228 (94,2) 242
Masculino 14 (6,1) 215 (93,9) 229

x> <0,01; p =0,9647
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Quadro IX
Distribuigfo etaria das criangas parasitadas
Tipo de parasitose  Grupo etario Criangas Total
P P P Parasitadas (%) Néo parasitadas (%)
Todas as parasitoses <7 13 (19,7) 53 (80,3) 66
7 22 (21,2) 82 (78,8) 104
8 25(19,4) 104 (80,6) 129
9 20(17,5) 94 (82,5) 114
>9 12 (20,7) 46 (79,3) 58
' =0,51;p =0,9722
Giardiose <7 4(6,1) 62 (93,9) 66
7 11 (10,6) 93 (89,4) 104
8 17 (13,2) 112 (86,8) 129
9 7 (6,1) 107 (93,9) 114
>9 9(15,5) 49 (84,5) 58
=635, p =0,1747
Enterobiose® <8 11 (6,5) 159 (93,5) 170
8 7(5,4) 122 (94,6) 129
>8 10 (5,8) 162 (94,2) 172

x> =0,15; p = 0,9271

*Consideraram-se apenas 3 classes devido a alguns valores esperados serem inferiores a §

1.3. Residéncia

No que respeita & variavel “freguesia de residéncia”, 211 criangas (44,8%) residiam
na freguesia de Paranhos, 74 (15,7%) na freguesia da Vitdria, 109 (23,1%) tinham
residéncia noutras freguesias da cidade do Porto e 77 (16,3%) eram oriundas de
freguesias dos concelhos limitrofes de Gondomar (27 — 5,7%), Vila Nova de Gaia (22 —
4,7%), Maia (16 — 3,4%), Matosinhos (9 — 1,9%) e Valongo (3 — 0,6%).

E na classe de “outras freguesias da cidade do Porto” que a frequéncia de criangas
parasitadas foi mais elevada (24,8%), contudo n3io se observaram diferencas
estatisticamente significativas relativamente as outras classes consideradas (Quadro X),

o mesmo sucedendo para a giardiose. No caso da enterobiose colapsaram-se as classes
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de residéncia “outras freguesias do Porto” e “freguesias de outros concelhos” devido a
se verificarem valores esperados inferiores a 5, distribuindo-se os casos positivos

homogeneamente pelas classes em causa.

Quadro X
Distribuigdo das criangas parasitadas pelas freguesias de residéncia

. . A Criangas
Tipo d t Resid Total
1po ce parasttose esidencia Parasitadas (%) Nao parasitadas (%) o
Todas as parasitoses Paranhos 36 (17,1) 175 (82,9) 211
Vitéria 17 (23,0) 57(77,0) 74
Outras freg. do Porto 27 (24,8) 82 (75,2) 109
Outros concelhos 12 (15,6) 65 (84,4) 77
x> =4,04; p =0,2568
Giardiose Paranhos 17 (8,1) 194 (91,9) 211
Vitéria 6(8,1) 68 (91,9) 74
Outras freg. do Porto 17 (15,6) 92 (84,4) 109
Outros concelhos 8 (10,4) 69 (89,6) 77
x> =4,88; p =0,1805
Enterobiose Paranhos 14 (6,6) 197 (93,4) 211
Vitdria 5(6,8) 69 (93,2) 74
Outras freguesias 9 (4,8) 177 (95,2) 186

x*=0,67;p =0,7139

*Consideraram-se apenas 3 classes devido a alguns valores esperados serem inferiores a 5

1.4. Tipo e caracteristicas da habitacéo

Relativamente ao tipo de habitagio e para as classes consideradas (Quadro XI),
registou-se que 76 criangas (17,1%) residiam em moradia/casa rural, 309 (69,6%)
habitavam em andar/apartamento e as restantes 59 (13,3%) moravam em casas
degradadas.

Nao se observou relagdo entre o tipo de habitagiio e parasitismo na generalidade
(Quadro XI), porém, ha associa¢do entre as criangas com giardiose ou enterobiose € os

tipos de habitagdo moradia/casa rural e casa degradada/barraca, respectivamente. No
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que respeita a enterobiose, juntaram-se as classes moradia/casa rural e

andar/apartamento para se poder proceder ha analise estatistica.

Quadro XI
Distribuigdo das criangas parasitadas relativamente ao tipo de habitagio

. . ) : Criangas
Tipo d t a0" Total
1po e parastiose Tipo de habitagao Parasitadas (%) Nio parasitadas (%) o
Todas as parasitoses Moradia/casa rural 18 (23,7) 58 (76,3) 76
Andar/apartamento 52 (16,8) 257 (83,2) 309
Casa degradada/barraca 16 (27,1) 43 (72,9) 59
x> =4,45;p =0,1080
Giardiose Moradia/casa rural 14 (18,4) 62 (81,6) 76
Andar/apartamento 27 (8,7) 282 (91,3) 309
Casa degradada/barraca 5(.5) 54 (91,5) 59
x = 6,42; p = 0,0404
Enterobiose Moradia/casa rural ou 19 (4.9) 366 (95,1) 385
Andar/apartamento
Casa degradada/barraca 8 (13,6) 51 (86,4) 59

Fisher exact test; p = 0,0173

*27 sem informagao

No que respeita as caracteristicas da habitagio (Quadro XII) e apesar de
representarem um valor residual, registaram-se habitagdes que ainda niio possuiam
cozinha (1,4%), casa-de-banho (1,6%), energia eléctrica (0,5%), abastecimento de 4gua
da rede publica (2,9%) e saneamento basico (5,7%). Observou-se para a amostra
considerada que, globalmente ou especificamente para a giardiose e enterobiose, a
existéncia de parasitoses € independente da existéncia de ligagdo a rede municipal de
saneamento basico (Fisher exact p=0,5701, p=0,2641 e p=0,5312, respectivamente) e
de 4agua da rede publica (Fisher exact p=0,5068, p=0,3999 e p=0,4356,
respectivamente). Registaram-se ainda 92 habitagdes (21,6%) com jardim ou quintal,

ndo estando esta caracteristica relacionada nem com estar parasitado (3>=0,59;
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p=0,4440), nem especificamente com ter giardiose (x°=0,15; p=0,6995) ou enterobiose

(%*<0,01; p=0,9548).

Quadro XII
Caracteristicas das habita¢des
Sim Néo Total*
Cozinha 436 (98,6) 6(1,4) 442
wC 435 (98,4) 7(1,6) 442
Electricidade 439 (99,5) 2(0,5) 441
Agua da rede publica 429 (97,1) 13 (2,9) 442
Saneamento basico 410 (94,3) 25 (5,7) 435
Quintal 92(21,6) 334(784) 426

* de um total de 471 as restantes sem informago

1.5. Dimensdo do agregado familiar

O agregado familiar ao qual as criangas em estudo pertenciam, era constituido por 2
a 4 elementos em 323 (73,6%) casos e por mais de 4 elementos em 116 (26,4%) casos
(Quadro XIII), com uma amplitude entre 2 a 9 elementos € uma mediana de 4. N3o se
observou dependéncia entre a dimensdo do agregado familiar e as varidveis estar
parasitado por G. lamblia ou por E. Vermicularis ou, simplesmente, estar parasitado

(Quadro XIII).

1.6. Escolaridade dos pais

No que diz respeito ao grau de instru¢do médio dos progenitores, usado neste
trabalho como indicativo da classe social, observou-se uma distribui¢io homogénea
pelas 5 classes consideradas (Quadro XIV), quer para os casos de parasitismo na

generalidade, quer para os de giardiose e de enterobiose.
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Quadro XIII
Distribuico das criangas parasitadas segundo a dimensdo do agregado familiar
Tipo de parasitose A do familiar® Criangas Total
P P gregacdo laMiar p rasitadas (%) Nao parasitadas (%)
Todas as parasitoses 2-4 56 (17,3) 267 (82,7) 323
>4 25 (21,6) 91 (78,4) 116
y’ =0,75; p =0,3875
Giardiose 2-4 30 (9,3) 293 (90,7) 323
>4 11 (9,5) 105 (90,5) 116
¥* =0,75; p =0,3875
Enterobiose 2-4 19 (5,9) 304 (94,1) 323
>4 8(6,9) 108 (93,1) 116

¥’ =0,03; p =0,8692

#32 sem informagio

Quadro XIV
Distribuigdo das criangas parasitadas em relagdo ao grau de instrugdo médio dos pais
. . ) o a Criangas

Total

Tipo de parasitose Grau de instrugao Parasitadas (%) Nio parasitadas (%) ota
Todas as parasitoses Mais elevado I 20 (19,0) 85 (81,0) 105

I 14 (18,9) 60 (81,1) 74

I 16 (21,1) 60 (78,9) 76

v 18 (23,4) 59 (76,6) 77

Menos elevado V 18 (22,2) 63 (77,8) 81

v =0,77; p = 0,9429

Giardiose Mais elevado 1 13 (12,4) 92 (87,6) 105

I 6(8,1) 68 (91,9) 74

I 9 (11,8) 67 (88,2) 76

v 9(11,7) 68 (88,3) 77

Menos elevado V 7 (8,6) 74 (91,4) 81

x> =1,38; p = 0,8483

Enterobiose” Mais elevado 1 4 (3,8) 101 (96,2) 105

I 4(5,4) 70 (94,6) 74

III 5(6,6) 71 (93,4) 76

v 5(6,5) 72 (93,5) 77

Menos elevado V 8 (9,9) 73 (90,1) 81

x*=2,98; p =0,5619

58 sem informagio
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1.7. Contacto com animais domésticos/ de companhia

Das 429 criangas que responderam se tinham contacto com animais domésticos/ de
companhia, 212 (49,4%) responderam afirmativamente, das quais 166 (38,7%)
contactavam com cies, 68 (15,8%) com gatos, 25 (5,8%) com aves ¢ 3 (0,7%) com
hamsters ou coelhos.

Quando se procurou indagar sobre a dependéncia entre as varidveis estar parasitado
(globalmente, com giardiose ou com enterobiose) e ter contacto com animais
domésticos/de companhia (qualquer animal, com cdes ou com gatos), observou-se

independéncia para todas as relagdes analisadas (Quadro XV).

1.8. Historico de parasitismo no agregado familiar

Das criangas envolvidas no estudo 67 (16,3%) estiveram parasitadas num passado
recente (Ultimos dois anos), sendo A. lumbricoides/T. trichiura referidos em 36 (53,8%)
casos ¢ E. vermicularis e G. lamblia em 8 (11,9%) casos (Quadro XVI). Nos restantes
familiares do agregado foram mencionados 72 (24,6%) casos de parasitoses recentes,
sendo também aqui A. lumbricoides/T. trichiura o mais referido (19 — 43,1%), seguido
de E. vermicularis (11 — 25,0%) , Taenia sp (9 — 20,5%) e G. lamblia (5 — 11,4%).

Dos 67 casos de criangas parasitadas num passado recente, em 19 (32,2%) casos a
desparasitagdo ndo foi alargada ao agregado familiar, em 40 (67,8%) dos casos a
desparasitagdo foi alargada, n3o tendo existido informagdo em 8 casos.

Quando se indagou, para os casos detectados nos ultimos dois anos, sobre o
relacionamento das variaveis “outros familiares do agregado familiar parasitados” e
“parasitoses nas criangas analisadas” (Quadro XVII), observaram-se associagdes para as
parasitoses em geral, para as parasitoses por 4. lumbricoides/T. trichiura e por E.

vermicularis. Nio se observou relacionamento para o caso da giardiose.
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Quadro XV

Distribui¢io da amostra em fungdo da parasitose € do contacto com animais
domésticos/de companhia

Parasitoses Tipo de animais Criangas Total
i
domésticos/companhia®  Parasitadas (%) Nio parasitadas (%)
Todas as parasitoses ~ Qualquer animal Sim 43 (20,3) 169 (79,7) 212
Nio 41(18,9) 176 (81,1) 217
x> =0,06; p = 0,8097
Cies Sim 34 (20,5) 132 (79,3) 166
Nio 50 (19,0) 213 (81,0) 263
x> =0,06; p = 0,8034
Gatos Sim 17 (25,0) 51(75,0) 68
Nao 67 (18,6) 294 (81,4) 361
x> =1,13; p =0,2886
Giardiose Qualquer animal Sim 20(9,4) 192 (90,6) 212
Nio 24 (11,1) 193 (88,9) 217
> =0,16; p = 0,6922
Cies Sim 17 (10,2) 149 (89,8) 166
Nio 27 (10,3) 236 (89,7) 263
x> =0,02; p =0,8768
Gatos Sim 8(11,8) 60 (88,2) 68
Nio 36 (10,0) 325 (90,0) 361
¥’ =0,05; p =0,8188
Enterobiose Qualquer animal Sim 16 (7,5) 196 (92,5) 212
Nio 11 (5,1) 206 (94,9) 217
¥’ =0,74; p =0,3910
Caes Sim 12 (7,2) 154 (92,8) 166
Nio 15 (5,7) 248 (94,3) 263
x> =0,40; p = 0,5268
Gatos Sim 57,4 63 (92,6) 68
Nio 22 (6,1) 339(93,9) 361

Fisher exact test ; p = 0,4309

*42 sem informagio
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Quadro XVI
Parasitismo detectado num passado recente no agregado familiar

Parasitismo

Espécie Nas criangas em estudo™®  Familiares do agregado®®®
no passado
Nio 345 (83,7) 221 (75,4)
Sim 67 (16,3) 72 (24,6)
A. lumbricoides/T. trichiura 36 (69,2) 19 (43,1)
E. vermicularis 8 (15,4) 11 (25,0)
G. lamblia 8 (15,4) 5(11,4)
Taenia sp 0(0,0) 9 (20,5)
* 59sem qualquer informagio 430sem informagdo sobre a espécie de parasita
®15sem informagdo sobre a espécie de parasita ©2 casos com 2 parasitas

€ 178sem qualquer informagdo

Quadro XVII
Relagdo entre as parasitoses detectadas num passado recente nas criangas em
estudo e as observadas noutros elementos do agregado familiar

) a Familiares do agregado
Parasitoses Nio parasitados Parasitados Total
" Nio parasitadas 189 (82,2) 41 (17,8) 230
2] L
< [72]
w0 =]
8 ~§ Parasitadas 28 (50,0) 28 (50,0) 56
Q
= 3
= x2 =23,74; p < 0,001
(]
8 Nio parasitadas 245 (95,7) 11 (4,3) 256
g |3 3
g § K Parasitadas 22 (73,3) 8 (26,7) 30
v &
g _§ &
- : Fisher exact test p < 0,001
8, ~
§ 2 Naio parasitadas 272 (97,8) 6(2,2) 278
=
2
§ Parasitadas 3(37,5) 5(62,5) 8
¥
:]- Fisher exact test p < 0,001
o Nao parasitadas 275 (98,6) 4(1,4) 279
5
S Parasitadas 7 (100,0) 0(0,0) 7
© Fisher exact test p =0,9052

#185 sem informagfo
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Para as criangas que constituiram a amostra, relativamente as varidveis “estar
parasitado” e “ter estado parasitado”, observou-se independéncia para os casos do
conjunto de todas as parasitoses e para a enterobiose (Quadro XVIII). Para a giardiose

observou-se relagdo entre aquelas variaveis.

Quadro XVIII
Relagdo entre as varidveis “estar parasitado” e “ter estado parasitado”, para as criangas
em estudo

Neste estudo

Tipo d it ? Total
'po €¢ parasifose No passado Parasitadas (%) Ndo parasitadas (%) o
Todas as parasitoses Sim 61(17,7) 284 (82,3) 345
Nio 18 (26,9) 49 (73,1) 67

X' =2,49; p =0,1146

Giardiose Sim 3(37,5) 5(62,5) 8
Nio 399,7) 365 (90,3) 404

Fisher test p =0,0384

Enterobiose Sim 1(12,5) 7 (87,5) 8
Nio 24 (5,9) 380 (94,1) 404

Fisher test p = 0,3966

?59 sem informagio

A pesquisa sobre a existéncia de associagdes entre as parasitoses observadas nas
criangas analisadas e as referidas como observadas nos restantes elementos do agregado
familiar nos ultimos 2 anos, revelaram-se negativas (Quadro XIX), quer para as

parasitoses na generalidade, quer para a giardiose e enterobiose.
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Quadro XIX
Relacdo entre as parasitoses observadas neste estudo e as referidas como existentes nos
agregados familiares

Neste estudo

Ti it ? Total
ipo e parasitose No passado Parasitadas (%) Nao parasitadas (%) 0
Todas as parasitoses Sim 15 (20,8) 57 (79,2) 72
Nio 40 (18,1) 181 (81,9) 221

' =0,12; p =0,7322

Giardiose Sim 1 (20,0) 4 (80,0) 5
Néio 26 (9,0) 262 (91,0) 288

Fisher test p=0,3855

Enterobiose Sim 2 (18,2) 9 (81,8) 11
Nio 16 (5,7) 266 (94,3) 282

Fisher test p=10,1410

*178 sem informagio

1.9. Parasitismo e profissdo dos pais

Utilizando a classificagio de Graffar (1956), foram analisadas as profissdes dos
progenitores das criangas (Quadro XX). Relativamente & profissio do pai as classes de
maior e menor efectivo foram, respectivamente, a IV (14 — 25,3%) e a II (48 — 13,0%).
Néo se observaram associagdes entre a profissdo do pai e criangas parasitadas na
generalidade ou criangas com giardiose.

No que respeita a profissdo da mée as classes com maior e menor efectivos foram,
respectivamente, a V (175 — 42,9%) e a II (41 — 10,0%), niio se tendo observado
associagdo entre a profissdo da mae e a ocorréncia de giardiose nas criangas. O mesmo
ndo sucedeu nem para as parasitoses na generalidade, nem para a enterobiose, onde as

classes II e IV foram as que apresentaram maior frequéncia de casos positivos,

respectivamente 31,7 € 35,3%, e 12,2 e 11,8% (Quadro XX).
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Quadro XX
Parasitismo e profissao dos pais
Profissio Todas as parasitoses Giardiose Enterobiose
Parasit. Nio Parasit. Parasit. Néo Parasit. Parasit. Nio Parasit.
Pai’
I 11 (14,1) 67 (85,9) 9(11,5) 69 (88,5) 1(1,3) 77 (98,7)
I 10 (20,8) 38(79,2) 7 (14,6) 41 (85,4) 24,2) 46 (95,8)
11 13 (18,1) 59 (81,9) 11 (15,3) 61 (84,7) 5(6,9) 67 (93,1)
v 19 (20,2) 75(79,8) 5(5,3) 89 (94,7) 10 (10,6) 84 (89,4)
\Y 12 (15,4) 66 (84,6) 3(3,8) 75 (96,2) 4 (5,1 74 (94,9)
Total 65 (17,6) 305 (82,4) 35(9,5) 335 (90,5) 22(5,9) 348 (94,1)
x2=1,72; p=0,7866 x2 = 9,46; p = 0,0505 —_—_—
Mac"
I 8 (10,5) 68 (89,5) 6(7,9) 70 (92,1) 0(0,0) 76 (100,0)
I 13 (31,7) 28 (68,3) 7(17,1) 34 (82,9) 5(12,2) 36 (87,8)
11 10 (15,4) 55 (84,6) 6(9,2) 59 (90,8) 3(4,6) 62 (95,4)
v 18 (35,3) 33 (64,7) 5(9,8) 46 (90,2) 6(11,8) 45 (88,2)
A% 33 (18,9) 142 (81,1) 18 (10,3) 157 (89,7) 12(6,9) 163 (93,1)
Total 82 (20,1) 326 (79,9) 42 (10,3) 366 (89,7) 26 (6,4) 382 (93,6)

%2 =16,18; p = 0,0028

x2 =2,61; p=0,6256

%2 =10,39; p =0,0343

101 sem informagio
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2. Isolamento e ciclo de vida de G. lamblia in vitro

2.1. Concentracio e purificacio dos quistos

A combinag@o das técnicas de flutuagdio e de purificagdo em gradiente descontinuo
de sacarose (Roberts-Thomson et al., 1976; Sheffierld & Bjorvatn, 1977) aplicadas ao
processamento das amostras de fezes permitiu a obtengéo de sedimentos de quistos com
um elevado grau de pureza, o que veio facilitar posteriormente a axenizagio das culturas
obtidas a partir dos trofozoitos desenquistados.

Foram processadas 53 amostras de fezes num periodo nunca superior a 3 dias apds a

colheita.

2.2. Desenquistamento e axenizacio

O processo no seu todo, envolveu 3 etapas: i) a indugdo do desenquistamento
realizada em condigdes que procuravam mimetizar as existentes in vivo e que se
desenvolveram até 5 dias apds a obtengdo da suspensio concentrada de quistos; ii) o
desenquistamento propriamente dito e a cultura dos trofozoitos em meio TYI-S-33
modificado; iii) a axenizagfo das culturas em meio com concentra¢des elevadas de
agentes antimicrobianos e a subsequente conservagio por congelamento a —80°C.

Durante o processo de indugfio do desenquistamento, os parasitas encerrados na
estrutura quistica de aspecto ovoéide, eliptico ou esférico, denominados de quistozoitos
por Hautus et al. (1988), surgiram, quando observados ao microscépio de contraste
interferencial, sob dois tipos basicos morfologicamente distintos, também ja
considerados por aqueles investigadores. No primeiro tipo, denominados de quistos tipo

I (Figura 6A), a massa celular dos quistozoitos ¢ indistinguivel da parede quistica ¢
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algumas estruturas internas sdio perfeitamente visiveis. No segundo tipo, denominados
quistos de tipo II (Figura 6B), os organismos encontram-se perfeitamente
individualizados da parede do quisto sendo os nucleos e outros organitos celulares

perfeitamente indiferenciaveis em microscopia Optica.

Figura 6 - Quistos de G. lamblia tipo I (A) e II (B) segundo nomenclatura proposta
por Hautus et al. (1988)

Apo6s cerca de 2h do inicio do processo de indugdio do desenquistamento,
observaram-se movimentos da massa celular que denunciavam a extrusio do
quistozoito (Figura 7a,b,c), que quando se processava na totalidade originava uma
estrutura quistica residual (Figura 8). Normalmente, em lugar de dois trofozoitos,
emergia um quistozoito em fase tardia do processo de citocinese (Figura 7c) que
rapidamente terminava a diviso e cujas células aderiam as paredes do tubo de cultura,
iniciando um processo de divisdes continuas que culminavam, nos casos bem sucedidos,
com o estabelecimento de uma monocamada (Figura 9).

Foram realizadas subculturas de todos os isolados apds o estabelecimento de
monocamada e, sucessivamente, até se constatar a axeniza¢do das culturas, tendo

posteriormente sido conservados todos os isolados por congelagdo a —80°C.
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Das 53 amostras de quistos submetidas a desenquistamento e axenizagdo, 18
resultaram em isolados axénicos de G. lamblia que constituem o embrifio da primeira

colecgdo existente em Portugal.

Figura 7 - Diferentes fases (a,b,c) do processo de desenquistamento em G. lamblia.

Refira-se que com a finalidade de se tentar diminuir o insucesso no processo de
obtencdo de novos isolados axenicos, foram sempre utilizadas amostras de fezes ricas
em quistos. Apesar de tal, 35 amostras purificadas de quistos n3o se conseguiram
processar com éxito, enumerando-se as 3 razdes principais observadas que contribuiram
para tal: inexisténcia de desenquistamento, contaminag¢do microbiana persistente e
incapacidade dos trofozoitos desenquistados em estabelecerem culturas, mesmo na
auséncia de sinais de contaminag¢do. Neste ultimo caso, o numero de trofozoitos,
normalmente, aumentava nas primeiras 24 horas, passando depois a diminuir

lentamente até ao 5° dia, altura em que se constatou a morte de todos os trofozoitos.
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Figura 8 - Estrutura quistica residual (¥) que permanece apds a saida dos
quistozoitos em G. lamblia.

Figura 9 - Monocamada de trofozoitos de G. lamblia aderentes a parede do tubo de
cultura.
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2.3. Enquistamento

No respeitante ao aspecto morfologico, o processo de enquistamento iniciado com a
inoculagdo de trofozoitos no meio de enquistamento, traduziu-se nos casos mais
favoraveis, ao fim de 20-22h, no inicio do arredondamento das células em fase de
enquistamento, com perda da morfologia periforme e dos flagelos (Figura 10A a C). A
partir das 22/24h observou-se o inicio do aparecimento de estruturas com aspecto de
quisto, com parede de espessura variavel, que se revelariam resistentes ou nio ao
choque osmético quando suspensas em agua destilada (Figura 10D).

Na primeira fase deste estudo foi avaliada a eficiéncia de enquistamento dos
diferentes isolados axenizados e de referéncia, quando submetidos aos meios de
enquistamento A, B ¢ F (Anexo 5) durante 24h. A metodologia baseada no incremento
da concentragdo de bilis bovina para 5% (Meio de enquistamento B) permitiu o
enquistamento de todos os isolados testados (Quadro XXI), enquanto a baseada na
utilizagdo de soro de vitelo deficiente em lipoproteinas de baixa densidade (Meio de
enquistamento A) sé permitiu o enquistamento de 11 dos 16 isolados utilizados € a
baseada na supressdo da glicose do meio (Meio de enquistamento F) apenas resultou
positiva em 6 isolados. No respeitante a produtividade, os isolados ACCA98007,
ACPT98006 ¢ ACPT99015 foram os mais eficientes, respectivamente para os Meios A
(1,9x10* quistos/ml), B (1,9x10° quistos/ml) e F (4,8x10° quistos/m1). Todos os isolados
enquistaram pelo menos num dos meios (Meio B), apresentando 6 deles enquistamento
nos 3 Meios usados.

Relativamente 2 viabilidade determinada pelo fluorocromo Syto-9, tendo por base as
informagdes fornecidas pelo fabricante (Molecular Probes), foram ensaiadas duas

concentragdes (1 e Sul de fluorocromo por mililitro de suspensio de quistos) sendo a de
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1pl/ml a que revelou melhores resultados (Figura 11). A determinagdo da viabilidade
dos quistos foi nesta primeira fase do estudo, sempre proximo dos 40%.

Partindo dos quistos do isolado ACPT98006, o que produziu maior numero de
quistos, induziu-se desenquistamento tendo-se obtido uma percentagem residual mas
que permitiu obter uma monocamada ao fim de 7 dias (+1 dia), concluindo-se o ciclo de
vida in vitro.

Na segunda fase do estudo, foi avaliada a influéncia do tempo de incubagio na
eficiéncia do processo de enquistamento, para o isolado de referéncia ATCC30957,
utilizando 7 meios de enquistamento (Anexo 5). Apenas se observou enquistamento as
24h no Meio B — com 5% de bilis bovina (Quadro XXII), ndo se tendo observado
quistos, mesmo as 48h, nos Meios C (0,25mg/ml de bilis porcina no meio), F (auséncia
de glicose no meio) e G (auséncia de soro bovino e de glicose no meio), para este
isolado. Quando o estudo foi estendido aos isolados ACPT98020, ACPT98019 e
ACPT98006, para o tempo de exposicdo de 48h, continuou a ndo se observar
enquistamento nos Meios F e G, para qualquer dos isolados. A maior eficiéncia na
produgdo de quistos foi refgistada no Meio de enquistamento B, para todos os isolados
(1,6x104, 1,2x10°, 3,4x104 e 1,1x105 quistos/ml, respectivamente para os isolados
ATCC30957, ACPT98020, ACPT98019 ¢ ACPT98006), tendo-se observado também
enquistamento para todos os isolados testados nesta fase, no Meio A (Meio com soro de
vitelo deficiente em lipoproteinas de baixa densidade). Relativamente a eficiéncia de
enquistamento nos diferentes Meios usados, o isolado ACPT98020 foi o mais eficiente
nos Meios A, B e C, enquanto o isolado ATCC30957 o foi nos Meios D (Meio com 5%

de bilis porcina) e E (Meio desprovido de soro).
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Figura 10 — Enquistamento de trofozoitos de G. lamblia a partir de monocamadas
(A,B) sujeitos ao meio de enquistamento, tendo-se observado um progressivo
arredondamento dos trofozoitos com perda dos flagelos (C) e a obtengdo de quistos (D)
ao fim de 22horas de incubacdo.

Figura 11 - Quistos de G. lamblia observados ao microscopio de contraste
interferéncial (A) e de epi-fluorescéncia, apos incubagdo com o fluorocromo Syto-9 nas
concentragoes de 1 (B) e 5ul (C) por ml de suspenséo.
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Quadro XXI
Produgio de quistos por incubagdo a 37°C/48h nos meios de enquistamento A, B e F.

Meio de cultura A’ Meio de cultura B> Meio de cultura F°
Quistos/ml  SE* Quistos/m! SE  Quistos/ml SE

ATCC30888 0,0E+00 0,0 9,2E+03 38,6 O0,0E+00 0,0
ACPT99015 58E+02 296 1,6E+03 29,0 4,8E+03 49,6
ACPT9905 0,0E+00 0,0 6,7E+02 29,5 0,0E+00 0,0

ACPT98006 5,6E+01 10,5 1,9E+04 67,0 0,0E+00 0,0
ACCA98010 0,0E+00 0,0 6,3E+03 67,3 0,0E+00 0,0
ATCC30957 5,6E+01 8,0 1,1E+04 66,1 0,0E+00 0,0
ACPT98008 1,7E+02 13,9 3,7E+01 8,0 0,0E+00 0,0
ACPT98021 4,4E+02 21,3 1,6E+03 28,1  7,2E+02 16,3
ACPT99016 0,0E+00 0,0 8,5E+02 13,0 00E+00 0,0
ACPT98011 0,0E+00 0,0 1,6E+03 20,5 O0,0E+00 0,0
ACPT98014 2,8E+01 7,5 1,0E+04 26,9  0,0E+00 0,0
ACPT98018 0,0E+00 0,0 1,7E+03 40,9 0,0E+00 0,0
ACCA98007 1,9E+03 293  8,2E+03 53,9 14E+03 41,3
ACPT98013 14E+02 14,5 74E+01 11,3 2,5E+02 103
ACPT98009 1,7E+02 12,0 1,2E+04 45,7 4,2E+03 17,1
ACPT98004 4,2E+02 19,7 2,9E+03 30,2 0,0E+00 0,0
ACPT98012 1,7E+02 14,6 7,8E+02 22,6 83E+01 10,3
ACPT99017 0,0E+00 0,0 5,6E+03 354 0,0E+00 0,0

'Meio com soro de vitelo deficiente em lipoproteinas de baixa densidade

Isolados

*Meio com 5mg/ml de bilis bovina
*Meio desprovido de glicose

*Erro padrdo
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3. Sensibilidade a antiparasitarios

3.1. Comparacio de métodos

Os resultados obtidos na comparagdo das metodologias destinadas a avaliar a
susceptibilidade a antiparasitarios pela perda da capacidade de aderéncia ou pela perda
da capacidade de multiplicagdo estfio representados, para o metronidazol, no Quadro
XXIII e Figuras 12 e 13. A curva dose-resposta referente aos valores obtidos pelo
modelo da multiplicagdo celular apresenta um achatamento mais acentuado que se
reflecte num valor do ICy (8,40uM), significativamente inferior ao revelado pela
aplicagdo do modelo da aderéncia (21,90uM). Todavia, para as concentragdes

inibitérias IC;o e ICsq as diferengas observadas n#o so significativas.

Quadro XXIII
Valores de ICy, ICso € ICq para o metronidazol, estimados para os métodos de
avaliagdo da inibi¢@o da aderéncia e da inibi¢do da multiplicagio

Parametros A deréncia (LM) Multiplicaggio (uM) t-Student
ICro 0.54 (0.06)° 0.71 (0.07) 1.91
ICso 2.63 (0.22) 226 (0.15) 1.41
1Coo 21.9 (1.8) 8.40 (0.48) 7.03%%%
@Erro padrio

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, outras situagdes p>0.05

No que respeita ao albendazol (Quadro XXIV e Figuras 14 ¢ 15), os resultados
revelam padrdes de diminuig¢do do niimero de células viaveis distintos que se reflectem
nos valores das concentragdes inibitorias IC;q e ICs significativamente diferentes. Estas

concentragdes sdo significativamente menores para o modelo da multiplicagdo, o que ja
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ndo sucede para a concentragio inibitoria necessaria para provocar uma redugdo de 90%

das células viaveis, que € idéntica para ambos os modelos.

Quadro XXIV
Valores de IC,g, ICsp € ICy para o albendazol, estimados para os métodos de
avaliagdo da inibi¢@o da aderéncia e da inibi¢fio da multiplicagdo

Parametros A deréncia (uM) Multiplicagio (UM) t-Student
ICro 0.059 (0.004)? 0.080 (0.004) 3.82%%+
1Cso 0.098 (0.003) 0.113 (0.003) 3.26**
ICy0 0.15 (0.005) 0.15 (0.005) 0.39
®Erro padrio

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, noutras situagdes p>0.05

3.2. Sensibilidade ao metronidazol e albendazol

A partir dos valores de susceptibilidade ao metronidazol e albendazol, obtidos pelo
método da avaliagdo da inibi¢do da aderéncia, para os 18 isolados axenizados e para os
dois isolados ATCC de referéncia, foram construidas curvas dose-resposta e
determinados os valores de ICsy.

Os valores de ICsy observados para os isolados axenizados sio semelhantes aos
observados para os isolados de referéncia (Quadro XXV; Figuras 16 € 17), tanto para o
metronidazol como para o albendazol. Para o metronidazol os valores de ICsy variaram
entre 2,38 € 11,50 uM (média de 4,92 uM; desvio padrio de 2,56 uM), o que representa
uma amplitude de variagio de 4,8 vezes. Para o albendazol os valores de ICsy variaram
entre 0,027 ¢ 0,192 pM (média de 0,088 pM; desvio padrdo de 0,035 uM), o que
representa uma variagdo de 7,1 vezes. Em termos médios a sensibilidade ao albendazol,

comparativamente ao metronidazol, ¢ cerca de 56 vezes superior.
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Quadro XXV
Sensibilidade dos isolados de G. lamblia ao metronidazol e
albendazol
Metronidazol Albendazol

Isolados
ICso (uM)  95% CI* ICso (M) 95% CI

ACPT98004 3,38 2,23-5,13 0,084  0,071-0,100
ACPT98005 4,25 2,25-8,01 0,055 0,041-0,074
ACPT98006 7,49 4,40-12,80 0,192 0,096-0,385
ACPT98013 5,52 4,10-7,45 0,079 0,072-0,087
ACPT98012 2,38 1,77-3,21 0,027 0,021-0,034
ACPT98014 3,60 2,52-5,14 0,120  0,100-0,145
ACPT98018 3,84 2,42-6,07 0,068 0,044-0,105
ACPT98019 10,09  8,37-12,17 0,102 0,075-0,138
ACPT98020 11,50  9,69-13,64 0,087 0,039-0,198
ACPT98021 4,28 2,26-8,10 0,051 0,048-0,054
ACCA98007 3,01 1,91-4,73 0,062 0,051-0,077
ACCA98010 4,92 3,49-6,93 0,109 0,095-0,126
ACPT98008 3,33 2,21-5,01 0,076 0,057-0,101
ACPT98009 3,34 1,93-5,78 0,075 0,070-0,080
ACPT98011 4,46 3,53-5,64 0,087 0,075-0,101
ACPA99015 2,52 0,98-6,45 0,088 0,073-0,105
ACPT99017 7,18 5,64-9,13 0,103 0,092-0,115
ACPT99016 3,41 2,09-5,56 0,117 0,093-0,147
ATCC30888 3,10 1,97-4,86 0,083 0,074-0,094
ATCC30957 4,27 2,73-6,68 0,064 0,055-0,074

*Intervalo de confianga
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Figura 16 - Representagdo dos valores de ICsy determinados para os isolados de G.
lamblia, relativamente aos intervalos definidos pelas concentragdes de metronidazol
testadas, apds um periodo de exposigdo de 24h.
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Figura 17 - Representagéo dos valores de ICsy determinados para os isolados de G.
lamblia, relativamente aos intervalos definidos pelas concentragdes de albendazol
testadas, apds um periodo de exposigio de 24h.
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PARTE IV — DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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1 — Inquérito epidemiologico

Em Portugal e que seja do nosso conhecimento, poucos tém sido os trabalhos de
epidemiologia parasitaria publicados nos tiltimos anos. A escassez de estudos nesta area
é, por si so, elemento por demais justificativo para a apresentagio deste estudo que se
pretende represente um contributo para a Satide Publica, tanto mais que as parasitoses
intestinais s3o um importante indicador das condigdes higieno-sanitirias das
populagdes.

Entendemos alertar, desde ja, para os cuidados a ter ao nivel da interpretacio dos
resultados registados no decurso deste inquérito, uma vez que as condi¢Bes
metodoldgicas seguidas que ndo as ideais (mas apenas as possiveis), conduzem desde
logo a um afastamento dos valores de prevaléncia reais. A obtengdo apenas de 2
amostras de fezes e uma lamina para a pesquisa de E. vermicularis por crianga, que
inevitavelmente conduzem & obtencdo de frequéncias inferiores as reais € o erro
provocado pela condigdo de apenas participarem no estudo criangas cujos encarregados
de educacgdo deram autorizagio, sdo as referéncias a ter. No que respeita as amostras de
fezes, e de acordo com a Associagdo Americana de Parasitologistas (Mayo Fundation,
1982) a obtencdo de uma amostra é, normalmente, suficiente para a detec¢io de
helmintas intestinais, excepgdo feita ao E. vermicularis para a qual é exigida uma
metodologia especifica igual ou semelhante & usada neste trabalho e em que a obtengo
apenas de uma amostra traduz-se na observagido de uma frequéncia inferior a real em
cerca de 13,5% (David de Morais et al., 1987). Para os protozoarios intestinais, devido a
intermiténcia observada na emissdo de quistos, a obtengio de 2 amostras em lugar de 3

traduz-se na obten¢@o de valores de frequéncias inferiores de ordem varidvel, uma vez
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que a experiéncia do observador é também factor preponderante para um correcto
diagnéstico (Isaac-Renton, 1991; Flanagan, 1992). Todavia encontra-se descrito na
literatura que a analise de uma amostra de fezes permite detectar 60 a 80% das
infecgdes, 2 amostras 80 a 90% e a analise de 3 amostras permitem detectar cerca de
90% (Goka et al., 1990; Hiatt et al., 1995).

Neste inquérito, no que concerne a frequéncia das diferentes parasitoses, ha a referir
que a frequéncia de criangas parasitadas observada (19,5%) € substancialmente inferior
a observada noutros estudos realizados em Portugal, para a faixa etaria correspondente,
e que varia entre os 31,3 € os 67,4% (Poiares da Silva et al., 1980; Sousa, 1990; Trinca
et al, 1990). A tal facto ndo serd alheia a variabilidade na metodologia utilizada,
normalmente é obtida apenas uma amostra por crianca (Poiares da Silva et al., 1980;
Trinca et al., 1990; Poiares da Silva, 1992) em lugar de trés (Sousa, 1990), mas acima
de tudo uma significativa melhoria das condigdes higieno-sanitarias da populagio
portuguesa e um incremento na utilizacdo de antiparasitarios ja constatado ha alguns
anos a esta parte (Poiares da Silva, 1992). Contudo, a diferenga observada para a
frequéncia de criangas parasitadas na globalidade, desaparece quando nos restringimos a
giardiose, onde os 10,2% observados se situam entre os 9,1 € os 15% descritos na
literatura (Poiares da Silva et al., 1980; Sousa, 1990; Trinca et al., 1990; Poiares da
Silva, 1992). Estes resultados coincidem com a tendéncia geral e actual, no sentido da
giardiose se manter com frequéncia elevada, apesar da diminui¢io das helmintioses e
mesmo de outras protozooses (Poiares da Silva, 1992; Armengol et al., 1997). Vejam-se
os casos de T. trichiura e A. lumbricoides, reduzidos a 0,0 ¢ 0,2%, respectivamente,
enquanto a literatura refere valores, em Portugal e para a faixa etaria equivalente, entre
1,5 a 47,0% para T. trichiura, € entre 0,3 e 49,0% para A. lumbricoides (Sousa, 1990;

Trinca et al., 1990; Poiares da Silva, 1992). David de Morais (1997) refere que em
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Portugal a tendéncia de evolugdo espacial da frequéncia de A. lumbricoides, ¢ no
sentido de decrescer de norte para sul e do litoral para o interior. Os nossos resultados
parece ndo se coadunarem com esta distribui¢do podendo indiciar uma alteragdo das
frequéncias de certas parasitoses nos ultimos anos € uma alteragdo na sua distribui¢do
geografica. A realizago corrente de desparasitagdes “cegas” com antihelminticos e niio
direccionadas para a parasitose em causa, embora se revele eficaz para a maioria das
helmintioses, ndo o ¢ para as protozooses, nomeadamente para a giardiose, podendo ser
uma das razdes a apontar para a elevada frequéncia desta parasitose, aliada as condi¢des
de higiene e de educagdo sanitarias ainda ndo completamente satisfatérias (Almeida,
1987; Poiares da Silva, 1992).

No que respeita a enterobiose, a segunda parasitose mais frequente neste estudo, em
consequéncia do seu correcto diagndstico exigir a utilizagdo de uma metodologia de
colheita e de andlise distintas das utilizadas para as restantes parasitoses intestinais, os
resultados na literatura para Portugal s3io escassos. David de Morais (1997) refere
valores de 67,5 e 80,4% para Monsaraz e Valverde, distrito de Evora, atribuidos as
condi¢bes propicias das habita¢des tradicionais alentejanas que criam um micro-clima
propicio & manuten¢@o da viabilidade dos ovos de E. vermicularis. Trinca et al. (1990)
refere um valor de 4,7% para criangas de Carnaxide, Lisboa. David de Morais (1997)
refere que na distribui¢do espacial para o nosso pais existe um aumento da frequéncia
desta parasitose de norte para sul e do litoral para o interior, todavia a frequéncia
observada de 5,9%, que coloca a enterobiose como a helmintiose mais frequente, aliada
aos poucos estudos realizados nos tltimos anos em Portugal nfio permitem tirar
conclusdes seguras, sugerindo mesmo a necessidade de se realizarem estudos
epidemiolégicos profundos no pais a fim de se actualizar os valores de prevaléncia

sobre este tipo de parasitose.
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Geralmente, a incidéncia, a intensidade e a prevaléncia das parasitoses intestinais
observadas nas criangas s3o superiores as observadas nos adultos devido,
possivelmente, a uma menor resisténcia natural e/ou adquirida mas, principalmente, as
diferengas de comportamento e habitos higieno-sanitarios (Armengol et al., 1997).

A faixa etéria referida como a mais susceptivel ¢ a compreendida entre os 6 € os 14
anos de idade (Organisation Mondial de la Santé, 1987), sendo por isso um bom
indicador da prevaléncia destas infecgdes na populagdio. A homogeneidade observada
dentro da faixa etaria considerada, quer no respeitante as parasitoses em geral, quer no
que concerne a giardiose € a enterobiose em particular, foi também observada por
Armengol et al. (1997), num inquérito epidemiolégico efectuado em criangas do vale do
Guadalquivir em Espanha.

Relativamente ao sexo, a distribui¢fio é idéntica em ambos os sexos, quer no que
respeita as parasitoses no seu conjunto, quer no que concerne a giardiose e a
enterobiose, o que nem sempre acontece (Trinca et al., 1990; David de Morais, 1987;
Ferreira & Junior, 1997). No que respeita as parasitoses em geral, Trinca et al.(1990) e
Ferreira & Junior (1997) observaram uma maior frequéncia no sexo feminino, o mesmo
referem estes autores para a giardiose. No que concerne a enterobiose David de Morais
(1987) refere uma maior frequéncia para o sexo masculino.

A érea de residéncia, por si s6, ndo € factor condicionante da frequéncia das
parasitoses intestinais, muito embora possa traduzir a condigdo social e, por
conseguinte, englobar um conjunto de factores que a condicionem e que vio desde as
infra-estruturas  higieno-sanitarias (saneamento basico, agua da rede publica
devidamente tratada, existéncia de quintal, cozinha), a pratica de héabitos de higiene
adequados. A ruralidade é também um factor a ter em conta, principalmente nos casos

da auséncia de infra-estruturas higieno-sanitirias que favorecem a proliferagio de
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parasitoses intestinais (Armengol et al., 1997; Ferreira & Junior, 1997; Ludwig ef al.,
1999).

O nimero de criangas provenientes de outras freguesias, que nfo da Vitéria e de
Paranhos, € elevado, sendo mesmo de 16% as que habitam noutros concelhos. Tal facto
ndo parece influenciar a distribuicdo da frequéncia das criangas parasitadas, nem tdo
pouco a das principais parasitoses, que tém distribuigio homogénea entre as varias areas
de residéncia consideradas.

O facto de se tratar de uma amostra tipicamente urbana, cujas habitagdes possuem
infra-estruturas muito idénticas no que respeita a ligagio as redes de abastecimento de
agua e de saneamento basico e em que apenas 22% das casas possuem jardim ou
quintal, contribui para a existéncia da baixa frequéncia de parasitoses intestinais
(Ludwig ef al., 1999).

Relativamente ao tipo de habitagdo e suas caracteristicas, as associagdes observadas
entre as ocorréncias de giardiose e enterobiose e os tipos de habita¢gdo moradia/casa
rural e casa degradada/barraca, respectivamente, ndo sdo faceis de explicar. Sendo o
principal meio de disseminagdo da giardiose a ingestio de 4gua e alimentos
contaminados com quistos (Castro, 2001), nfio se observou contudo, qualquer
associagdo entre a ocorréncia desta parasitose e diferentes caracteristicas da habitac3o,
nomeadamente o tipo de abastecimento de agua, a ligagdo a saneamento bdsico, a
presenca de quintal, ou mesmo a outras variaveis como a presenca de animais
domésticos/ de companhia. Todavia, Machado et al. (1999) referem que a giardiose, ao
contrario do observado para os helmintas, tem frequéncia elevada em criangas de
familias de nivel social mais elevado, devido a um maior consumo de hortali¢as, sendo
mais frequente ainda nas que consomem hortaligas da sua prépria horta, provavelmente

pela utilizagdio de aguas ndo tratadas de pogos para a irrigagio das hortas. Em futuros
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estudos sera interessante explorar esta possivel associagdo que poderia explicar o facto
da giardiose ser mais frequente em criangas que habitam em moradias/casas rurais.

No caso da enterobiose, as criangas em idade escolar sfo as mais parasitadas, sendo
a familia o foco epidemioldgico elementar (Rey, 1991). Assim, compreende-se a
assocla¢do observada entre as criangas com enterobiose ¢ a habitagfio degradada, pois
neste caso as condigdes propicias a transmissdo, reinfec¢dio e manuten¢io da
infectividade dos ovos sdo superiores as verificadas para os restantes tipos de habitagio
(David de Morais, 1987; Rey, 1991).

No que respeita & dimensdo do agregado familiar, o nimero médio de elementos
observado foi de 4, o que acompanha a tendéncia dos paises desenvolvidos reflectindo
uma diminuigdo da taxa de natalidade (Barreto & Preto, 2000). H4 semelhanga do que
ja foi descrito (Rey, 1991), ndo foi observada qualquer associacdo entre a dimens3o do
agregado familiar e os casos parasitados, globalmente ou com giardiose ou enterobiose.

A frequéncia de parasitoses na populagdo de nivel socio-econdmico mais baixo &,
normalmente, mais elevada (Ludwig ez al., 1999; Machado ef al., 1999). Neste estudo a
escolaridade média dos progenitores das criangas foi tomada como indicativo do estrato
social (Lopes et al., 1996) e revelou em cerca de 25% dos casos que a formagio era
superior a 12 anos de escolaridade. Néo foi, contudo, observada qualquer relagio entre
o grau de instrugdo médio dos progenitores e a frequéncia de criangas parasitadas.

A presenga de animais domésticos/de companhia foi uma realidade em cerca de
50% dos casos, ndo se observando qualquer relagdo entre as criangas parasitadas e a
presenga de animais domésticos/de companhia na residéncia, existindo mesmo incerteza
sobre a existéncia ou ndo desta relagio (Machado et al., 1999).

A transmissdo das parasitoses entre os elementos de um agregado familiar quando

entre eles um adquire uma parasitose intestinal, embora dependa de factores como o
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perfil de idades do agregado, o tipo de habitos higieno-sanitarios e as condigdes socio-
-econdmicas, ¢ uma realidade (Rey, 1991). Neste estudo, sobre o histdrico de
parasitismo no agregado familiar, hé a referir a relagdo, estatisticamente significativa,
observada para o conjunto das parasitoses que afectaram as criangas, nos ultimos dois
anos, ¢ o dos restantes elementos dos seus agregados. O mesmo foi observado para a
enterobiose e para A. lumbricoides/T. trichiura. Os valores de frequéncia observados
para A. lumbricoides e T. trichiura nas criangas analisadas, parecem sugerir a eficacia
de tratamentos entretanto efectuados, apesar de em 32% dos casos em que se
verificaram parasitoses recentes, ndo se ter alargado a desparasitagdo ao restante
agregado familiar.

A giardiose esta relacionada com o histérico de giardiose familiar a semelhanga do
observado por Franco (1997), mais concretamente foi observada uma associagio,
estatisticamente significativa, entre ter giardiose e ter tido giardiose nos ultimos dois
anos. Tal facto sugere dificuldades na eliminag¢do da infec¢fo ao nivel individual ou
mesmo do agregado familiar, e/ou incapacidade de eliminar a fonte de infecg¢do, muitas
vezes por desinteresse ou incapacidade na sua identificagio. O facto de G. lamblia nédo
ser, geralmente, afectada pela terapéutica empregue em ‘“desparasitagdes cegas”
(efectuadas com anti-helminticos), pode contribuir para dificultar a diminui¢do da
frequéncia desta protozoose.

A andlise do histdrico parasitario revela a importincia da desparasitagdo ser
alargada a todos os elementos do agregado familiar, bem como sobre a necessidade de
serem localizados e eliminados todos os focos de infecg3o.

A pesquisa de relagdio entre os casos positivos de parasitismo e a profissio dos
progenitores, estabelecida pelo indice de Graffar (1956), n3o revelou qualquer

associagdo com a profissdo do pai. Contrariamente, a profissio da mie encontrava-se
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relacionada com os casos positivos, na sua generalidade e, especificamente, com a
enterobiose. Mais concretamente, as frequéncias das criangas parasitadas cujas maes
pertenciam as classes II e IV foram superiores. No que concerne as parasitoses
intestinais, profissdes que levem ao exercicio em locais de elevada densidade de
criangas como escolas, creches, orfanatos, ou profissdes ligadas a satde, ou ainda outro
tipo como seja o ftrabalho em prisdes, poderdo ser consideradas de risco e, por
conseguinte, os restantes elementos dos respectivos agregados familiares terio uma
probabilidade superior de contrairem parasitoses (Rey, 1991; Franco, 1997; Vesy &
Peterson, 1999). A amostra utilizada ndo permitiu avaliar associa¢Ges deste tipo.

Em suma, este estudo parece indiciar a necessidade de outros estudos se seguirem
tendentes a reavaliar o quadro actual das parasitoses intestinais em Portugal, procurando
identificar as causas e possiveis focos de contaminagfo, ainda responsaveis pela

manutengdo de frequéncias elevadas de parasitoses como a giardiose e a enterobiose.

2. Isolamento e ciclo de vida de G. lamblia in vitro

2.1. Isolamento, desenquistamento e axenizacio

Apesar do ciclo de vida de G. lamblia ser simples, os processos de enquistamento e
desenquistamento n3o s3o ainda completamente conhecidos. O desenquistamento in
vivo foi primeiramente descrito em 1925 por Hegner, mas somente em 1979 Bingham e
Meyer (1979) reproduziram o processo in vitro. A partir de entdo € apesar do incentivo
criado por tal, o processo ndo é ainda de todo rotineiro apesar do desenquistamento ser
um processo utilizado em multiplos estudos nas diversas areas da investigacio sobre a

Giardia. Ha, todavia uma necessidade e um interesse crescentes na obtengio de
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isolados (Meloni et al., 1995; Hopkins ef al., 1997) com proveniéncia diversa, seja ela
de fezes humanas, animais, ou outra, de modo que os conhecimentos possam evoluir a
partir de estudos realizados in vitro. Porém, poucos isolados se encontram disponiveis
para analise mercé das dificuldades encontradas na implementagdo das metodologias de
desenquistamento e axenizagdio referidas (Gordts et al., 1985; Kasprzak & Majewska,
1985; Meloni & Thompson, 1987).

Neste estudo e que seja do nosso conhecimento, descreve-se o primeiro caso bem
sucedido em Portugal, de obtengdo in vitro de isolados axenizados a partir de quistos
com proveniéncia de fezes humanas, da populagio da area do grande Porto. Trata-se de
uma importante etapa tendo por finalidade a criagio de uma coleccio de isolados
indispensdvel para um melhor conhecimento desta infec¢do parasitiria entre a
populagio portuguesa.

A metodologia utilizada simula as condi¢des encontradas pelos quistos in vivo,
depois de ingeridos e durante a passagem através do estdmago e intestino. Factores
importantes como desencadeadores do fenémeno de desenquistamento s3o as condigdes
redutoras, atribuidas & presenga da cisteina na solu¢fio de indugdo (Adam, 2001) e o
baixo valor de pH (Rice & Schaefer, 1981) muito embora este nido seja condigiio
indispensavel para o bom termo do processo dado ja se conseguir o desenquistamento a
pH neutro (Feely ef al., 1991). Esta metodologia ¢ uma boa alternativa a utilizaciio de
aspirados duodenais e ao desenquistamento in vivo para a obtengiio de trofozoitos. A
aspiragdo duodenal n3o é bem aceite, nem se justifica na maioria dos casos
assintomaticos (Gordts et al., 1985). O desenquistamento in vivo requer a existéncia de
um biotério com animais livres do parasita, o que apesar das vantagens com o elevado

numero de trofozoitos obtidos é uma metodologia mais dispendiosa (Wallis & Wallis,

1986; Isaac-Renton et al., 1992).
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Na realizagdo deste trabalho a metodologia empregue permitiu a obtengdo de
sucesso em 34% dos casos, valor este situado entre os 21 e os 44% descritos na
literatura (Kasprzak & Majewska, 1985; Meloni & Thompson, 1987; Hautus et al.,
1988; Cedillo-Rivera et al, 1991). A viabilidade dos quistos, a contaminagio
microbiana € a inadaptacdo dos trofozoitos as condi¢des do meio de cultura, foram ja
descritas como as principais causas para o insucesso observado no desenquistamento e
axenizag¢do de culturas (Meloni & Thompson, 1987; Sauch ef al., 1991). O aumento do
numero de quistos existentes no inoculo € o aumento da concentragio de
antimicrobianos no meio de cultura durante o processo de axeniza¢do, ndo permitiram
aumentar o sucesso da metodologia empregue. E possivel que a variabilidade genética
seja um dos principais factores responsaveis pela incapacidade dos trofozoitos
desenquistados se adaptarem ao meio de cultura, conforme ja referido por Meloni &
Thompson (1987), apds serem confrontados com a incapacidade total de estabelecerem
culturas a partir de trofozoitos desenquistados com origem em fezes de cées, o que
indicia o interesse em realizar investigagdo tendente a desenvolver um meio de cultura
adequado a preservagdo in vitro destes isolados.

De qualquer forma, a metodologia implementada permitiu ji constituir o esbogo da
primeira colec¢@o de isolados axenizados de G. lamblia existente em Portugal e obtida
da nossa populagéo, devendo como tal, servir para incentivar a continuagfio de estudos
in vitro relativos a este parasita que € responsavel por uma das principais parasitoses

ainda presentes entre nds.

2.2. Enquistamento

A capacidade para reproduzir in vitro o ciclo de vida de G. lamblia disponibiliza um

meio efectivo de realizagdo de diversos estudos que envolvem mecanismos bioquimicos
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e moleculares relativos aos processos de enquistamento ¢ de desenquistamento. Os
estudos pioneiros sobre enquistamento in vitro (Gillin et al., 1987, 1988, 1989; Schupp
et al, 1988) mostraram que o processo podia ser desencadeado simulando factores
fisiolégicos caracteristicos da porgdo superior do intestino delgado, especificamente um
pH ligeiramente alcalino e um aumento da concentragdo de bilis bovina ou porcina, ou a
sua substituicdo por bilis porcina ou por diferentes sais biliares primérios ou
secundarios na presenga ou auséncia de acido oleico. Posteriormente, Lujan et al.
(1996) demonstram que a auséncia de colesterol no meio de cultura era nio sé
necessario como suficiente para estimular o enquistamento.

A Giardia & semelhanga de outras células eucaridticas, requer colesterol para a
biogénese da sua membrana, mas ¢ incapaz de proceder a sintese de colesterol e de
fosfolipidos (Jarroll e al., 1981). Foi com base neste facto que Lujan et al. (1996)
desenvolveram estudos que sugeriram um papel secunddrio para os sais biliares,
propondo que o efeito destes, no processo de enquistamento, se encontrava directamente
relacionado com a absorgdo de colesterol pelos trofozoitos. Estes estudos sio apoiados
pelas observagoes de que: i) para a Giardia, os sais biliares nfio s3o essenciais, uma vez
que os trofozoitos crescem normalmente em cultura sem bilis (Diamond et al. 1978); ii)
pela constatagdo de que a presenga de bilis em pequena quantidade no meio de cultura
estimula o crescimento de Giardia, dado que solubiliza os lipidos e incrementa a sua
disponibilidade para a absorg3o (Farthing ef al., 1985; Lujan et al., 1996); iii) elevadas
concentragdes de sais biliares inibem a absorgdo de colesterol e, por conseguinte,
favorecem o enquistamento (Lujan et al., 1996). Em acréscimo, investigadores como
Owen et al. (1979) e Poley & Rosenfield (1982) demonstraram que no jejuno, onde a
concentragdo de bilis € maior e onde existe forte colonizagdo pelos trofozoitos néo se

observa enquistamento.
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Porém, ainda se desconhece como a privagdo de colesterol induz a expressido de
genes especificos do enquistamento, apresentando Lujan et al. (1996 ¢ 1997) dois
mecanismos possiveis. O primeiro baseado no facto de que as variagBes na
disponibilidade de colesterol no meio de crescimento dos trofozoitos de G. lamblia
induzirem alteragdes na fluidez da membrana plasmatica dos trofozoitos, com uma
possivel subsequente activagdo de um sinal que se vai traduzir na expressio de genes
especificos do enquistamento. Uma segunda hipdtese apresentada baseia-se no papel
regulador que ¢ atribuido ao colesterol no processo da transcri¢io ¢ estando a
concentragio intracelular directamente dependente da concentragdo externa, quando
esta atinge valores criticos os genes necessarios para o enquistamento siio activados.

Actualmente, sendo atribuido o principal papel ao efeito modulador do colesterol,
outros factores existem passiveis de desencadear o processo, sendo muito raros os
estudos exaustivos que comparem as diferentes metodologias, j4 implementadas,
tendentes a induzir o enquistamento in vitro com o objectivo de rotinar o processo de
modo a permitir de forma fécil e economica dispor de quistos a utilizar em diferentes
estudos (Lujan et al., 1996, 1997 e 1998) .

Assim, baseados nos trabalhos desenvolvidos por Schupp et al. (1988) e Lujan et al.
(1996), para a obteng¢do de quistos de G. lamblia, onde foram utilizados meios de
enquistamente respectivamente, com um incremento de bilis bovina e/ou porcina e com
deficiéncia em colesterol, e nos estudos de Vazquezdelara-Cisneros & Arroyo-Begovich
(1984) baseado na remogdio de glicose do meio para induzir o enquistamento de
Entamoeba invadens, procedeu-se a determinagdo da eficiéncia de enquistamento para
os dois isolados ATCC e para 16 dos isolados axenizados, utilizando meio TYI-S-33 de
composigdo alterada (Anexo 5 e Quadro XXI). O meio de enquistamento com 5% de

bilis bovina (Meio B) revelou-se como o mais eficaz, observando-se a formagio de
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quistos em todos os isolados testados, permitindo mesmo a obtengdo de maior eficiéncia
em 16 dos isolados testados, incluindo os dois isolados de referéncia.

Quando o estudo se estendeu, a outros meios de enquistamento, com utilizagdo para
além do isolado de referéncia ATCC 30957, do isolado ACPT98006 (por ser o que
apresentou maior eficiéncia de enquistamento na primeira fase do estudo) e dos isolados
ACPT98019 e ACPT98020, ndo sujeitos a enquistamento na primeira fase, por
problemas com contaminagdes, ndo sé o Meio B demonstrou ser de novo o que permitia
maior eficiéncia de enquistamento, como as 24h de incubag&o foi o unico que permitiu a
obten¢do de quistos para o isolado ATCC30957 (Quadro XXII).

Contrariamente ao observado por Lujan et al. (1996), a menor eficiéncia na
produgdo de quistos do meio de enquistamento pobre em lipoproteinas de baixa
densidade (Meio A), relativamente ao meio de enquistamento com 5% de bilis bovina
(Meio B), podera ficar a dever-se a varia¢des na dimensdo do inoculo utilizado neste
estudo relativamente ao usado por Lujan et al. (1996) nos trabalhos por eles
desenvolvidos. De facto, se o inoculo for pequeno e o tempo de incubagio no meio de
enquistamento curto, quantidades residuais de lipoproteinas de baixa densidade
presentes no meio podem ser suficientes para garantirem o ndo enquistamento dos
trofozoitos presentes. Este facto foi ja realgado por Vazquezdelara-Cisneros & Arroyo-
Begovich (1984), para a privagéo de glicose no meio de enquistamento de Entamoeba
invadens, tendo estabelecido uma relagdio entre o tempo necessario para o
enquistamento ¢ a dimens3o do inoculo. Assim se explicariam os resultados obtidos
para as 24h de incubagfio em que apenas no Meio B se observou enquistamento. Além
disso e por analogia, poderemos considerar que o mesmo se podera passar relativamente
a glicose ou a falta dela no meio de enquistamento e aos resultados observados neste

estudo.
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Um outro factor deve ser tido em consideragio, o tempo de geragio de cada isolado.
Ja Lujan et al. (1996) contemplavam este factor, observando que isolados com tempo de
geracdo mais curto apresentam maior percéntagem de enquistamento, provavelmente
por esgotarem mais rapidamente as quantidades residuais de colesterol ainda presentes
no meio de enquistamento.

Sendo aceite que o efeito modulador do colesterol se encontra na base do
desencadear do processo de enquistamento, outros factores metodolégicos poderdo
desencorajar a opg¢do pela utilizagdo da metodologia que empregue o soro deficiente em
lipoproteinas de baixa densidade, em favor de uma outra que opte pelo uso da bilis
bovina a 5%, mais econdmica e de eficacia também comprovada pelos resultados deste
estudo, ao permitir o enquistamento de todos os isolados as 48h.

Tendo por base os estudos de Gillin et al. (1987, 1989) que revelaram uma
eficiéncia maxima de obtengdo de quistos ap6s 4 dias de incubagio dos trofozoitos, mas
com a agravante da maioria ser inviavel por determinagio com diacetato de
fluoresceina, e os estudos de Bingham et al. (1979) que demonstraram que a viabilidade
in vivo dos quistos decresce rapidamente a 37°C, limitamos no nosso estudo o tempo de
incubagdo as 48h. A determinagdio da viabilidade dos quistos determinada pela
utilizagdo do fluorocromo Syto-9%, foi na primeira fase do estudo sobre enquistamento,
sempre inferior a 50%, valor situado préximo do observado por Schupp et al (1988),
que ao determinar a viabilidade por utilizagdo do diacetato de fluoresceina, observou
umas viabilidade de 48,7%, valor que descaiu para <1% quando utilizou como critério o
desenquistamento. Este resultado ¢ corroborado pelos resultados obtidos neste estudo
porquanto para o isolado ACPT98006, o unico em que foi tentado o desenquistamento a
partir de quistos obtidos in vitro, se observou um desenquistamento residual mas

existente € que permitiu a obtengdo de monocamada completando-se assim o ciclo de
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vida in vitro com sucesso. Todavia ha que realgar a necessidade de adapta¢des no
processo de desenquistamento e/ou de enquistamento por forma a aumentar a
viabilidade dos quistos formados in vitro e da percentagem de desenquistamento obtida

a fim de aumentar os niveis de sucesso.

3. Ensaios de sensibilidade

3.1. Comparacio de métodos

Da comparagdo das metodologias destinadas a avaliar a susceptibilidade de
trofozoitos de G. lamblia aos antiparasitarios testadas, ¢ sugestiva a relagio a que se
devera atender entre o mecanismo de actuagio do agente quimioterapico a testar € a
metodologia de avalia¢do da sensibilidade a adoptar. Esta necessidade foi ja salientada
por Pearce et al. (1996) quando compararam metodologias baseadas na perda da
capacidade de aderéncia e na capacidade de incorporagio de ’H-timidina pelos
trofozoitos. A diferenca dos resultados por nds obtidos (Quadros XXIII e XXIV,
Figuras 12 a 15) parecem ser o resultado directo dos diferentes modos de actuagio do
metronidazol e do albendazol sobre o parasita. O metronidazol, ao actuar na sintese do
DNA (ver Introdugdo) provocando a perda da sua estrutura helicoidal e consequente
inibi¢do da sintese deste acido nucleico (Borst & Ouellette, 1995; Freeman ef al., 1997),
apresenta um mecanismo de actuagiio que, primariamente, se efectiva ao nivel da
replicagdo do DNA/divisdo celular. Contrariamente, o albendazol parece actuar,
inicialmente, por ligagdo a tubulina do parasita inibindo a polimerizagio dos
microtibulos do disco ventral (Meloni et al., 1990; Thompson et al., 1993; Oxberry et
al., 2000). Consequentemente, e a semelhanga de outros benzimidazois, o albendazol

parece inibir de um modo perceptivel, primeiro a aderéncia dos trofozoitos a baixas e
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médias concentragdes inibitorias, e s6 depois o metabolismo do DNA (Lacey, 1990;
Reynoldson ef al., 1991). Tal facto explicaria, nos ensaios realizados com o albendazol
(Quadro XXII e Figuras 14 e 15) os valores de IC; e ICsy observados pela avaliagio da
perda da aderéncia, que sdo significativamente inferiores aos observados pela avaliagdo
da inibi¢do da divisdo celular. O mesmo se passaria relativamente aos ensaios com o
metronidazol em que o valor de ICy, observado pela avaliagdo da perda da aderéncia, é
significativamente superior ao observado pela avaliagdo da inibigdo da capacidade de
divisdo celular (Quadro XXIII e Figuras 12 ¢ 13).

Assim, e de um modo resumido, os resultados observados in vitro sugerem que a
metodologia a adoptar para a pesquisa de sensibilidade de G. lamblia a agentes
antiparasitarios com mecanismo de actua¢fio idéntico ao metronidazol, podera ser
qualquer uma das metodologias empregues, desde que o objectivo ndo seja o de
investigar o efeito de concentragdes inibitérias elevadas (ICyy ou mesmo a concentragio
minima letal). Neste caso deverd ser usada a avaliagdo da perda da capacidade de
divisdo celular, sugerida neste estudo como a mais sensivel. Para agentes
quimioterdpicos com mecanismo de actuagfo idéntico ao albendazol, é sugerido o
oposto, uma vez que para a constatagdo do efeito de baixas e médias concentra¢des
inibitoérias, a avaliagio da perda da aderéncia parece ser a metodologia mais sensivel
(Quadro XXIV e Figuras 14 e 15).

A extrapolac@o dos resultados obtidos in vitro para um modelo vivo tera, porém, de
entrar em consideragio com os fenémenos de interac¢do parasita-hospedeiro. A
importancia da aderéncia dos trofozoitos ao epitélio intestinal € um importante requisito
para a patogenicidade da parasitose, dado ser um factor crucial quer para a colonizagio
inicial do epitélio intestinal, quer para a manutengio da infec¢do (Crouch et al., 1990;

Hernandez-Sanchez & Ortega-Pierres, 1993). Este facto, ja investigado por Crouch et
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al. (1991), permitiu concluir que a sobrevivéncia dos trofozoitos do parasita estava
dependente da sua capacidade de aderéncia, sem a qual se encontrariam expostos ao
efeito do peristaltismo intestinal que os arrastaria ao longo do intestino e seria o factor
responsavel pela sua morte.

Perante os resultados obtidos e atendendo que o referencial utilizado para avaliar e
comparar a susceptibilidade dos diferentes isolados de G. lamblia obtidos a
antiparasitarios, foi o valor de ICsy, a metodologia baseada na avaliagio da capacidade
de aderéncia dos trofozoitos parece ser adequada representando, simultaneamente, uma
economia de recursos € de tempo ao ndo implicar uma segunda fase de experiéncias a

realizar caso se adoptasse o método de Hill ez al. (1986) (ver Material e Métodos).

3.2. Sensibilidade ao metronidazol e ao albendazol

Na avaliagdo da susceptibilidade dos diferentes isolados de G. lamblia obtidos, ao
metronidazol, foi observada pequena variagio (Quadro XXV, Figura 16). Os valores de
ICso, apresentaram uma amplitude de variagdo de 4,8 vezes (entre 2,38 a 11,50 puM).
Estes resultados, que n3o indiciam a existéncia de resisténcia a este principio activo na
amostra estudada, contrastam com os resultados observados por Farbey et al. (1995).
Estes autores, num estudo envolvendo 29 isolados australianos, observaram uma
amplitude de variag@io superior a 16000 vezes. Contudo, esta comparacio devera ser
cuidadosa uma vez que diferengas metodolégicas invalidam comparacgdes lineares entre
os resultados obtidos por diferentes autores, nomeadamente no que respeita a
variabilidade do tempo de exposi¢do dos trofozoitos ao agente antiparasitario. A
suposi¢io na inexisténcia de resisténcia ao metronidazol, baseia-se no facto de Boreham
et al. (1986) terem observado uma correlagdio entre as respostas a diferentes agentes

quimioterapicos obtidas in vitro e in vivo. A ocorréncia de resisténcias a este principio
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activo foram ja observadas in vivo (Farbey et al., 1995, Lemée et al., 2000) e induzidas
in vitro (Boreham et al, 1988; Townson et al, 1992), tendo-se observado uma
diminui¢do da susceptibilidade superior a 400 vezes. Em estudos desenvolvidos in vivo
foram j4 detectados indicios de resisténcia (Lemée et al, 2000), que nos parecem,
contudo, carecer de continuidade através de ensaios in vitro, com os mesmos isolados.

Relativamente ao albendazol (Quadro XXV, Figura 17), a amplitude de varia¢do do
ICso observado, foi de 7,1 vezes (entre 0,027 e 0,192 pM). Para este agente
quimioterdpico ndo seria de esperar uma grande variagdo uma vez que ¢ de utilizagdo
mais recente €, portanto, a probabilidade de existirem resisténcias ¢ menor. Farbey ef al.
(1995), no estudo acima citado, observaram uma amplitude de varia¢do do ICsq inferior
a 9 vezes. O modo de acgdo do albendazol, como ja foi referido, € diferente do de outros
principios activos anti-giardia, nomeadamente os derivados nitroimidazdlicos. Assim,
ndo seria de esperar uma redugdo da sensibilidade a este agente, por um mecanismo de
sinergia de actuagfo. Porém, derivados benzimidazdlicos sio de utilizagiio generalizada
como antihelminticos, nomeadamente o mebendazol, podendo ser responsaveis pela
maior amplitude de variagdo do ICsy, relativamente ao metronidazol, dada a sua
similaridade no que respeita ao mecanismo de actuagfo. Para além desta hipétese,
qualquer redugdo na sensibilidade ao albendazol podera ser da responsabilidade de um
gene multiresistente, j& descrito para Giardia e para outros microrganismos (Balzi et
al., 1987, Neyfakh et al, 1991; Lomovskaya & Lewis, 1992; Ekong et al, 1993;
Upcroft & Upcroft, 1993).

Os resultados da andlise de susceptibilidade aos agentes quimioterapicos
metronidazol e albendazol, sdo potencialmente importantes do ponto de vista do
controlo da giardiose. A constatagio de resisténcias, quer ao metronidazol quer ao

albendazol, ja observadas noutros paises (Farbey et al., 1995; Lemée et al., 2000), ainda

108



Discussio dos resultados

ndo se encontra descrita para Portugal. Foi, contudo, ja sugerido (Upcroft & Upcroft,
1993) que o metronidazol apesar de ser um principio activo eficaz e econdmico,
actualmente corre o risco de se tornar obsoleto (Farbey et al, 1995) face a novos
agentes quimioterapicos que tém surgido e que se apresentam praticamente desprovidos
de efeitos secundarios. O albendazol surge assim bem posicionado como alternativa
promissora, em face dos resultados dos ensaios realizados in vitro (Meloni et al., 1990;
Morgan et al., 1993; Pearce ef al., 1996; Lemée et al., 2000) € in vivo (Hall & Nahar,

1993; Pungpak et al., 1996).
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1. Inquérito epidemiologico

A quase inexisténcia de estudos epidemiologicos sobre parasitoses intestinais em
Portugal, dificulta a avaliagdo da evolugdio da frequéncia das diferentes parasitoses
intestinais no nosso pais.

O inquérito epidemioldgico efectuado revelou uma frequéncia de criangas
parasitadas (19,5%) substancialmente inferior a observada noutros estudos realizados
em Portugal (Quadro I). A diferenga observada desaparece quando nos restringimos a
giardiose, que surge com uma frequéncia de 10,2%. No respeitante & enterobiose, a
frequéncia € de 5,9%, o que situa esta parasitose como a helmintiose mais frequente. Os
resultados sugerem a necessidade de se repensar o perfil da terapéutica “cega” que se
efectua periodicamente no que respeita particularmente a giardiose.

O estudo da possivel existéncia de relagdes entre os casos positivos de parasitismo,
giardiose e enterobiose e diferentes variaveis socio-demograficas, bem como com outras
varidveis relativas a habitacdo e ao agregado familiar revelou a inexisténcia de relagfio
entre as variaveis parasitismo, giardiose e enterobiose € algumas das variaveis relativas
as criangas participantes do estudo como o sexo, a idade, a freguesia de residéncia, a
dimensdo do agregado familiar, o grau de instru¢do dos pais e o contacto com animais
domésticos/ de companhia.

Os casos positivos de giardiose observados encontram-se associados ao tipo de
habitagdo moradia/casa rural ¢ a um certo insucesso na eliminag3o da parasitose, seja
pela dificuldade em eliminar a parasitose a nivel individual ou a nivel colectivo. No que
respeita 4 enterobiose, encontra-se associada ao tipo de habitagio casa

degradada/barraca, a facilidade de transmissio a outros elementos do agregado familiar
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e a profissdo da mée, muito embora seja necessario uma investigagio mais detalhada
para inferir sobre a influéncia desta ultima varidvel na manutengdo das parasitoses.
Relativamente aos casos de criancas parasitadas na generalidade, verificou-se
associagdo entre esta variavel e a profissio da mde, para além de se verificar uma
associagdo entre os casos positivos de parasitismo observados num passado recente nas
criangas envolvidas no estudo e os casos positivos observados nos restantes elementos
do agregado familiar.

O tipo de habitac¢do, o histérico de parasitismo no agregado familiar, a transmissio
de infec¢des parasitarias entre membros do mesmo agregado, para além de uma possivel
relagio da profissio da mae com casos positivos, sdo associagdes que merecerdo
particular atengdo em estudos futuros tendentes a clarificar as associagdes que possam
existir e que facilitem a manuteng¢io de parasitoses na comunidade.

Tratando-se de um estudo cuja amostra ¢ de uma faixa etdria € de uma area
geografica restritas, h4 que ser cauteloso nas extrapolagdes que tendemos a fazer.
Estender o estudo a outras areas geograficas bem como a outras faixas etarias serd o
percurso légico a desenvolver tendo como objectivo actualizar os conhecimentos
epidemiologicos sobre as diferentes parasitoses intestinais e eventuais relagdes
observaveis com as diferentes varidveis abordadas neste estudo, nomeadamente as
sécio-demogréficas e outras envolvendo o agregado familiar e s caracteristicas da

habitac¢ao.

2. Ciclo de vida de G. lamblia in vitro

A implementacdo in vitro dos processos de desenquistamento, axenizacio e

enquistamento de G. lamblia, permitiram o estabelecimento do ciclo de vida in vitro
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deste parasita. O controlo parcial do processo de desenquistamento foi obtido por
indu¢io numa solugdo salina com quistos a pH<2, sendo a axenizagdo conseguida por
processos de lavagens sucessivas dos trofozoitos e incubagdo em meio de cultura com
concentracdes elevadas de antimicrobianos. Estes processos, apesar de garantirem
apenas um sucesso em 34% das amostras de fezes processadas, permitiram criar o
embrido daquela que parece ser a primeira colecgfo de isolados deste parasita existente
em Portugal, constituida por 18 isolados axenicos. A disponibilidade deste material
garante um potencial de realizagdo de um diversificado niimero de outros trabalhos
nomeadamente de indole genética tendentes a inferir, por exemplo sobre a existéncia
efectiva de varias estirpes, ou a permitir algum acréscimo de conhecimento sobre a
questdo de a giardiose ser ou ndo uma verdadeira zoonose.

Em acréscimo, a implementagio de uma metodologia simples de obtengdio de
quistos de G. lamblia in vitro, por alteragdo da concentragio da bilis bovina para 5% e
do valor de pH para 7,8, disponibiliza um meio facil de obten¢do de quistos,
comparativamente com outras metodologias, que permitiu ndo s6 contribuir para
implementar o ciclo de vida in vitro como disponibilizar quistos em abundancia
passiveis de utilizagdo diversa, nomeadamente para estudos da eficacia de
desinfectantes e implementagdo/validagdo de metodologias de detec¢dio de quistos em
aguas.

Para concluir com éxito o ciclo de vida de G. lamblia in vitro faltava desenquistar os
quistos obtidos por enquistamento in vitro, o que foi conseguido, todavia contrastando a
viabilidade de 40% a 50% dos quistos determinada pelo fluorocromo syto 9, com o
processo de viabilidade por desenquistamento in vitro residual, para a mesma amostra
de quistos, o que sugere a necessidade de novos trabalhos que clarifiquem o conceito de

viabilidade auferido por diferentes metodologias.
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3. Ensaios de sensibilidade

Da comparagdo dos métodos destinados a avaliar a sensibilidade de G. lamblia a
agentes antiparasitarios in vitro por avaliagdo da inibi¢do da capacidade de aderéncia e
por avaliagdo da capacidade de multiplicagdo, os resultados observados sugerem que a
metodologia a adoptar para a pesquisa de sensibilidade a agentes antiparasitarios com
mecanismo de actuagdo idéntico ao metronidazol, podera ser qualquer uma das
metodologias empregues, desde que o objectivo ndo seja o de investigar o efeito de
concentragdes inibitdrias elevadas (ICqy ou mesmo a concentragdo minima letal). Neste
caso deverd ser usada a avaliagfio da perda da capacidade de multiplicagio, sugerida
neste estudo como a mais sensivel. Para agentes quimioterapicos com mecanismo de
actuagdo idéntico ao albendazol ¢ sugerido o oposto, uma vez que para a constatagio do
efeito de baixas e médias concentra¢des inibitorias, a avaliagdo da perda da aderéncia
parece ser a metodologia mais sensivel.

A determinagdo do perfil de sensibilidade ao metronidazol ¢ ao albendazol pelo
método de avaliagdo da inibigdo da capacidade de aderéncia dos trofozoitos, revelou
para o nitroimidazol uma amplitude de variagio da ICs, de 4,8 vezes (entre 2,38 € 11,50
uM) e para o benzoimidazol uma amplitude de variagdo da ICsy de 7,1 vezes (entre
0,027 ¢ 0,192 uM). Em conclusdo ndo foram detectadas resisténcias aos agentes
antiparasitarios testados, todavia € necessario prosseguir o estudo aumentando a amostra
e estendendo o estudo a isolados com proveniéncia de outras regides do pais, de modo a
robustecer a sugestdo de inexisténcia de resisténcias ao metronidazol e ao albendazol
para assim inferir sobre o perfil de sensibilidade a agentes quimioterapicos dos isolados

que afectam a populagdo portuguesa.
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Relativamente ao assunto em epigrafe, informa-se V. Ex®. de que, é autorizada a realizagdo do
rastreio nas escolas das duas freguesias, acima indicadas, desde que salvaguardados os seguintes

principios:

- Haja concordancia do 6rgao de gestao da escola;

- Exista autorizagao por parte dos encarregados de educagao;
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ANEXO 2

Modelo de informacéo autorizaciio distribuido pelos encarregados de educacio

EscolaN° ....

Assunto: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO SOBRE PARASITOSES INTESTINAIS

Institui¢des envolvidas: Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto e Escola Superior de Tecnologia da
Saude do Porto.

Comunica-se aos Exinos Encarregados de Educagio que se encontra em realizaio um estudo sobre
parasitoses intestinais nas criangas da cidade do Porto. O referido estudo tem como objectivo primario o
combate as parasitoses intestinais que afectam as criangas em idade escolar e que tantos problemas de
satde lhes podem causar.

Assim, e antes de o informarmos de que modo pode o seu educando participar, comunicamos-lhe
que serdo salvaguardados o anonimato e a confidencialidade, que nfio havera prejuizo das actividades
curriculares, nem qualquer encargo financeiro.

Para que o seu educando possa participar basta apenas que:

- nos devolva o destacavel abaixo anexado com a respectiva autorizagio e

- em data a comunicar, nos envie amostras de fezes em frascos que nés lhe forneceremos e que
serdo submetidas a analises.

Mais uma vez referimos que o resultado do exame sera confidencial e o anonimato serd
salvaguardado, sendo posteriormente o resultado enviado a V. Excia em envelope fechado.

Comunica-se ainda que a médica escolar (quando exista) participara na resolugio dos casos em
que existirem criangas parasitadas.

Para prestar qualquer esclarecimento, encontrar-se-a nesta escola no dia 28 pelas 9 horas, um dos
responsaveis pelo referido estudo. No interesse do seu educando solicita-se a sua colaboragio, pois sé
assim poderemos contribuir para uma melhoria da qualidade da Saide Infantil em Portugal.

Data:../.../... O responsavel pelo projecto:

....................................................................................................... (Cortar e devolver)

Informo que tomei conhecimento do estudo sobre parasitoses intestinais a desenvolver em criangas
de idade escolar na cidade do Porto, e que decidi (marcar com um X):

........ Autorizar o meu educando a participar no referido estudo, nas condigdes acima referidas;
........ Nio autorizar o meu educando a participar no referido estudo.

Nome do aluno:

Assinatura do Encarregado de Educagiio: Data: / /
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ANEXO 3

Modelo de instrugdes fornecido para a recolha do material biolégico

Estudo epidemioldgico sobre parasitoses intestinais na Escola .................

Instrugdes para a colheita de fezes e pesquisa de Enterobius vermicularis

I — Indicacdes para a pesquisa de Enterobius vermicularis

Atencdo: Fazer ao levantar da cama e nio lavar a crianca antes de fazer a colheita.

Observe as figuras e siga as instrugdes.

A

1 — Destaque o adesivo da l1dmina de vidro e segure conforme vé na figura A.
2 — Cole varias vezes na regido perianal (anils) da crianga (figura B).

3 — Cole a fita adesiva na lamina de vidro (Figura C).
Entregar logo que possivel na ESCOLA

I1 - Indicacdes sobre a recolha e envio das amostras de fezes

As amostras de fezes devem ser recolhidas e enviadas a Escola nas datas abaixo indicadas.

Recolha das fezes nos dias

Envio da amostras nos dias

Como recolher as amostras de fezes

1 - Defecar em recipiente apropriado (por exemplo num bacio bem seco), tendo o cuidado de nie

misturar urina com fezes.

2 - Com a espatula de madeira, que se encontra no interior do saco, colocar uma porgdo das fezes do

bacio no frasco de recolha.

3 - Tapar muito bem o frasco, guardar numa saca de plastico bem fechada e colocar de imediato no
frigorifico (nfio colocar no congelador), até ser devolvido 4 Escola numa das datas acima indicadas.

Nota: os resultados serio enviados logo que concluirmos as anilises.

Para qualquer esclarecimento contactar, na Escola, o responsavel pelo Estudo nos dias de entrega das

amostras.

161



Anexos

ANEXO 4

Meio de cultura TYI-S-33 modificado (Keister, 1983)

Composig¢éo g/l
Hidrolisado pancreatico de caseina 20,0
Extracto de levedura 10,0
Glicose 10,0
Bilis bovina 0,6
Cloreto de sédio 2,0
L-cisteina, cloreto monohidratado 2,0
Acido ascérbico 0,2
Hidrogenofosfato de potassio 1,0
Dihidrogenofosfato de potassio 0,6
Citrato férrico amoniacal 0,0228

Foram dissolvidos em agua destilada os diversos componentes de modo a perfazer
um volume final de 900 ml, acertando-se o pH para 7,0-7,2 com hidréxido de sédio 1M.
Foi realizada uma pré-filtragio com filtro Whatman n°.1 e, de seguida, foram
adicionados 100 ml de soro bovino inactivado, a 56°C/20 min. em banho-de-4gua. Em
ambiente asséptico foram adicionados os agentes antimicrobianos de modo a
conseguirem-se as concentragdes desejadas para cultivo (gentamicina 0,05mg/ml,
penicilina G 100unidades/ml, estreptomicina 0,Ilmg/ml e anfotericina B 0,25ug/ml).
Procedeu-se a ultrafiltragdo com membrana filtrante de 0,45 um em sistema Nalgene

modelo DS0320 e conservou-se a 4°C.
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