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RESUMO

A giardiase ¢ uma importante doenca parasitaria de elevada ocorréncia mundial e, apesar
de comumente ser considerada de bom progndstico, sabe-se que criangas e pacientes
imunocomprometidos podem apresentar perda de peso e depauperamento fisico e mental. Ha
um grande numero de drogas com atividade giardicida, mas, no decorrer dos anos, alguns
protozoarios tém apresentado resisténcia a maioria dos tratamentos recomendados, o que exige
o desenvolvimento de novas estratégias para o controle de Giardia duodenalis. No presente
trabalho, objetivou-se avaliar a eficacia do uso de Lactobacillus casei Shirota para o controle
da giardiase em criangas naturalmente infectadas. Para tanto, foram selecionadas 12 criangas
com giardiase clinica e laboratorialmente diagnosticada, das quais 6 compuseram o grupo
controle, sem tratamento, e as demais consumiram 1,6x10'°lactobacilos vivos, diariamente, da
espécie Lactobacillus casei Shirota, mediante ingestdo de uma bebida lactea comercialmente
disponivel. Depois do inicio do tratamento, foi determinado o niimero de cistos eliminados
por meio de exame coproparasitologico, segundo o método de Faust com modificagdes, e
observagdo da consisténcia das amostras fecais coletadas. Transcorridos 21 dias de tratamento,
nao houve detecgdo de formas evolutivas de Giardia duodenalis nas fezes dos individuos que
consumiram a bebida lactea e verificou-se melhora na consisténcia fecal, o que ndo ocorreu
com o grupo controle, demonstrando-se, assim, o potencial de L. casei Shirota para o controle
de giardiase em criangas.
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ABSTRACT

Evaluation of Lactobacillus casei Shirota intake for the control of giardiasis in children
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Giardiasis is an important protozoan parasitic disease, one of the most widespread around
the world and although commonly considered a good prognosis, it is known that children
and immunocompromised patients may have considerable weight loss and suffer physical and
intellectual retardation. There is a wide range of drugs with giardicidal activity, but over the
years some isolates from this parasite have proved resistant to most treatments recommended,
indicating the need for new strategies to control this important parasite. This research aimed
to evaluate the efficacy of Lactobacillus casei Shirota for the control of giardiasis in naturally
infected children. Therefore, 12 children with clinical and laboratory diagnosis of giardiasis
were selected, six of them did not receive treatment and made up the control group, the other
six children were given 1,6x10' live lactobacilli daily of the species Lactobacillus casei
Shirota, in a commercially available milk drink. Once the treatment began, the number of cysts
shed was determined by fecal examination, using the Faust method with modifications and the
consistency of the fecal samples noted. As a result, after 21 days of treatment, there was no
detection of evolutive forms of Giardia duodenalis in the feces of individuals who took the
milk drink as well as an improvement in stool consistency, which did not occur with the control
group, demonstrating the potential for use of L. casei Shirota to control giardiasis in children.

KEY WORDS: Giardia duodenalis; Lactobacillus casei Shirota; therapeutics.

INTRODUCAO

As enteroparasitoses persistem em uma condi¢do endémica nos
paises em desenvolvimento e podem ter manifestagdes diversas, desde
serem assintomaticas até apresentarem sintomas como diarreia, perda
proteica intestinal, desnutri¢do, anemia ¢ dores abdominais. Tal problema
afeta principalmente as populagdes de baixa renda que vivem em condic¢des
precarias, sendo as criangas as mais afetadas em razdo dos maus habitos
higiénicos e alimentares (Ferreira et al., 20006).

Como principal alvo das infecgdes parasitarias, € entre as criangas
que as repercussdes das parasitoses tornam-se mais significativas, podendo
desencadear desde um comprometimento do desenvolvimento fisico e
intelectual até complicagdes mais graves como distirbios respiratorios,
hepatomegalia, ascite, coma e morte (Pedraza et al., 2014).

Sabe-se que a giardiase assume um papel de relevancia significativa,
visto que afeta 280 milhdes de humanos todos os anos. Quando se analisam
as parasitoses intestinais em criangas, Giardia duodenalis ¢ o protozoario
mais frequentemente diagnosticado em inquéritos coproparasitologicos
nesta faixa etaria (Martinez-Gordillo et al., 2014; Zaiden et al., 2008). Uma
vez estabelecida a infec¢@o, podem ocorrer episodios diarreicos cronicos ou
agudos, associados a dores abdominais e nauseas, flatuléncia e perda de peso,
deficiéncias de crescimento e cognitivas ¢ manifestagdes gastrointestinais
cronicas, como a sindrome do colon irritdvel, mesmo depois de cessada a
infeccao (Halliez e Buret, 2013).

De acordo com Watkins e Eckmann (2014) e Escobedo et al. (2016),
os farmacos disponiveis para o tratamento da giardiase incluem derivados
de nitroimidazo6is (metronidazol, tinidazol), nitrofuranos (Furazolidona),
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nitrotiazdis (nitazoxanida), acridinas (quinacrina), benzimidazois (albendazol,
mebendazol, tinidazol e ornidazol), quinolonas (cloroquina) e aminoglicosideos
(paramomicina).

Os efeitos colaterais destes farmacos raramente apresentam gravidade,
os mais comuns entre eles sdo: cefaleia, nduseas, boca seca, gosto metalico,
vOmitos, diarreia e desconforto abdominal (Guo et al., 2015). A percepgao dos
efeitos adversos durante o uso do medicamento pode provocar a nido adesio
do paciente ao tratamento (De Carli, 2001). Portanto, segundo Wright et al.
(2003), os registros clinicos e laboratoriais de resisténcia a esses farmacos
reforgam a necessidade de identificacdo de novos agentes contra a giardiase e
de alternativas que preservem a viabilidade dos farmacos existentes.

Como medidas ndo medicamentosas, destacam-se a educagdo para
a preven¢do, o saneamento basico e a adog¢do de outros procedimentos que
melhorem a condigdo de satde e o status imunoldgico (Brum et al., 2013),
sobretudo de criangas.

Um procedimento para melhorar a condi¢ao de satide e a imunidade ¢
o consumo de probioticos, ja que esses microrganismos sdo comprovadamente
capazes de exercer este efeito e de prevenir ou eliminar agentes patogénicos se
forem consumidos regularmente (Coppola & Turnes, 2004).

Schrezenmeir ¢ De Vrese (2001) consideram que o termo probidtico
deveria ser usado para designar preparagdes ou produtos que contenham
microrganismos viaveis, definidos e em quantidade adequada, que alterem a
microbiota propria das mucosas por colonizagdo produzindo efeitos benéficos
a saude do hospedeiro.

O modo de agdo dos probidticos ndo foi ainda completamente
esclarecido, embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar
independentemente ou associados, dentre os quais a modulacdo da resposta
imune (Coélho et al., 2013), a exclusdo competitiva, em que o probiodtico
competiria com os patégenos por sitios de fixagao e nutrientes impedindo sua
acao transitoriamente (Cross, 2002), e a produgdo de bacteriocinas (Amer et
al., 2014).

Esse equilibrio se deve a competicdo por sitios de ligagdo na mucosa e
por nutrientes, a producdo de compostos antimicrobianos ou a redugdo do pH
intestinal com a producdo de acido lactico e outros acidos organicos de cadeia
curta, fator que também pode proporcionar uma redugdo na incidéncia de
patdgenos. Independentemente do conceito utilizado, o que se sabe atualmente
¢ que os probidticos trazem beneficios a saude do hospedeiro, nao deixam
residuos nos produtos de origem animal e ndo favorecem resisténcia as drogas,
sendo considerados potenciais substitutos dos antimicrobianos (Moal et al.,
2014; Shokryazdan et al., 2014).

A microbiota intestinal exerce influéncia consideravel sobre uma
séric de reagdes bioquimicas do hospedeiro. Em equilibrio, impede que
microorganismos potencialmente patogénicos nela presentes exercam seus
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efeitos maléficos. Por outro lado, o desequilibrio desta microbiota pode
redundar na proliferacao de patdgenos, com consequente infecgdo bacteriana, o
que resultaria em diarreia, inflamagao da mucosa e desordem de permeabilidade
(Shokryazdan et al., 2014).

Algumas espécies de lactobacilos, dentre as quais cepas de
Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L.johnsonii, L. rhamnosus e L.casei,
tém sido estudadas por diversos pesquisadores quanto a sua capacidade de
inibir organismos patogénicos, incluindo o protozoario Giardia duodenalis,
tanto em protocolos in vitro (Pérez et al., 2001) quanto em experimentos in
vivo em gerbils (Shukla et al., 2013) e em camundongos (Goyal et al., 2011;
Shukla et al., 2008).

Dentre os microrganismos mais estudados como probioticos, destaca-
se a cepa L. casei Shirota (“ingrediente ativo” do Yakult®), inicialmente
isolada do trato intestinal de criangas por Minoro Shirota (Itsaranuwat et al.,
2003; Yakult, 1999). L. casei Shirota ¢ um bacilo gram-positivo, desprovido
de flagelos ou cilios, cuja parede celular tem de 20 a 30 nm e ¢ composta de
peptideoglicano (mureina), acido teicoico e proteinas (Buriti & Saad, 2007).

A dose minima diaria de culturas probioticas considerada terapéutica
corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 6 a 7 log ufc/g. Logo,
para que um alimento que contém probioticos seja considerado funcional, a
quantidade minima viavel de microrganismos deve estar na faixa de 10% a 10°
UFC na recomendagdo diaria do produto pronto para o consumo (Buriti &
Saad, 2007; Talwalkar & Kailasaphathy, 2004). Outros pesquisadores, dentre
os quais Sarowska et al. (2013), afirmam que, embora a dose terapéutica ndo
tenha sido bem estabelecida, os resultados de estudos clinicos sugerem que a
dose terapéutica minima deve estar entre 10° e 10° UFC.

O objetivo do presente estudo foi conhecer o efeito do uso de
probioticos L. casei Shirota no tratamento de giardiase em criangas.

MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da FUNVIC - Faculdade de Pindamonhangaba, no ano de 2012,
tendo sido aprovado sob o n° de protocolo 177/2012.

Inicialmente o projeto foi apresentado a Secretaria de Satide do Municipio
de Potim-SP, ¢, mediante sua aprovagdo, foi apresentado aos pais de criangas que
estudam nas creches do municipio. Aqueles que consentiram na participagdo de
seus filhos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os critérios de inclusdo da crianga no estudo foram: estar devidamente
matriculada em uma das trés creches, ter idade de 2 a 6 anos e nao ter utilizado
nenhum antiparasitario trinta dias antes da coleta e durante o periodo de sua
realizagdo. Outros critérios de inclusdo também considerados foram: ndo
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apresentar sinais de outra doenca infecciosa, ndo estar desnutrida e ndo apresentar
imunodeficiéncia por qualquer causa prévia.

Foram realizadas reunides com as maes e/ou responsaveis, diretoras ¢
monitoras das creches com a finalidade de prestar informagdes sobre as parasitoses
intestinais e oferecer orienta¢des sobre a coleta e o recolhimento das amostras de
fezes.

Para coleta e processamento das amostras fecais, os funcionarios
responsaveis pelas criangas e/ou seus respectivos pais foram orientados a
coletar uma amostra fecal e transferi-la para um coletor universal fornecido
pelos pesquisadores. As amostras fecais foram encaminhadas ao Laboratorio
de Parasitologia da FUNVIC — Faculdade de Pindamonhangaba, onde foram
processadas pelo método de Faust, que consiste na flutuagdo de cistos por
centrifugagdo (Anécimo et al., 2012). Em um tubo de centrifuga, foram diluidos
2¢g de fezes em 12 mL de agua destilada. A suspenséo de fezes obtida foi filtrada em
gaze com quatro dobras e centrifugada por um minuto a 2.500 rpm. O sedimento
obtido foi ressuspenso em agua e submetido a nova centrifugacéo (2.500rpm/1
minuto), sendo este processo repetido até o sobrenadante ficar limpido para que
fosse eliminado o excesso de detritos. Depois desta etapa, o tltimo sedimento
foi submetido a ressuspensdo em sulfato de zinco ¢ o sobrenadante recuperado
com auxilio de uma pipeta automatica, com a qual foram retirados 80 pL do
sobrenadante para montagem da lamina.

Constatado o resultado positivo, foi realizada a contagem dos cistos,
observando-se dez campos em cada lamina, nos aumentos de 100x ¢ 400x,
verificando-se, em seguida, a média de cistos por campo.

Feita a avaliacdo coproparasitologica, foram selecionadas 12 criangas
parasitadas e, com o intuito de verificar a eficacia do probidticos, para 6 delas foi
introduzido na rotina alimentar o consumo de uma bebida lactea comercialmente
disponivel, contendo L. casei Shirota, fornecida diariamente, durante um periodo
de 21 dias consecutivos, em dose Unica diaria.

Paralelamente, outro grupo de seis criangas parasitadas por G. duodenalis
foi acompanhado durante este mesmo periodo de tempo sem que houvesse
administragdo de qualquer tipo de antiparasitario ou probidtico. Depois de 21 dias,
elas foram tratadas por médicos que atendem nos municipios com medicamentos
ja comumente usados para o controle da giardiase.

O acompanhamento da eficacia do tratamento se deu mediante pesquisa
de cistos de G. duodenalis por meio de exames coproparasitologicos realizados
semanalmente. O exame foi realizado conforme metodologia ja explicitada,
primando-se pela pesquisa de cistos de protozoarios, uma vez que, durante o
experimento, todas as amostras apresentaram consisténcia semissolida a solida,
com predominancia de cistos em detrimento de trofozoitos (Brito & Bastos, 20006).

O pequeno niimero de criangas avaliadas, ndo representativo da populagéo,
pode ser considerado um viés para a interpretacdo dos resultados, porém, para
minimizar esta limitagdo, os resultados obtidos foram avaliados conforme as
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caracteristicas da distribuigdo amostral. Foram utilizados testes paramétricos
(ANOVA ¢ teste t de Student) e ndo paramétricos (Mann-Whitney e Kruskall-
Wallis) de acordo com a normalidade dos resultados, ao nivel de significancia de
5%, utilizando-se como método de apoio o sofiware BIO ESTAT 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que ¢ transitoria a imunidade natural conferida contra Giardia
depois de estabelecidaainfeccdo. Deacordocom Olsonetal. (2001),aincapacidade
do hospedeiro de formar uma resposta imunoldgica efetiva pode estar relacionada
com a natureza intraluminal, porém ndo invasiva, deste protozoario. Isso faz com
que as infec¢des cronicas sejam comuns em humanos e animais, o que dificulta o
delineamento de estratégias de prevengao com protegdo definitiva do hospedeiro,
como € o caso da vacinagao.

Neste sentido, em 2002 o laboratério Fort Dodge Animal Health
desenvolveu uma vacina contra Giardia para caes, capaz de induzir uma forte
imunidade humoral e celular, mediante a opsonizagao dos trofozoitos que, estando
recobertos por IgA e IgG, ndo seriam capazes de aderir a mucosa intestinal (Daniels
& Belosevic, 1994). Contudo, de acordo com Bowman et al. (2010), pesquisas
sobre o efeito desta vacina em cies previamente infectados demonstraram sua
incapacidade de eliminar o parasito, trazendo a tona a necessidade urgente de
estratégias que induzam uma prote¢do mais duradoura.

No presente trabalho, foi observada a efetividade de L. casei Shirota
para o controle da giardiase em seres humanos, traduzida por uma redugdo
significativa (p=0,0016) na média de cistos recuperados de amostras fecais de seis
criangas parasitadas por G. duodenalis, ja que cinco delas (83,33%) deixaram de
eliminar cistos nas fezes apds 21 dias de tratamento (Tabela) e uma apresentou
reducdo (-87,85%) no numero de cistos eliminados (Tabela), embora ndo tenha
sido negativada a detec¢do do parasito nas fezes.

As informagdes obtidas de bancos de dados cientificos investigados no
presente trabalho indicam que este € o primeiro relato de eficacia de L. casei
Shirota no controle da giardiase, ou seja, pelo uso desta espécie de Lactobacillus
em humanos. As evidéncias estdo na melhora na consisténcia das fezes dos
pacientes tratados em relagdo aos nao tratados (dados ndo mensurados).

Outros pesquisadores ja evidenciaram o uso de lactobacilos para o
controle de giardiase, porém em modelos experimentais. Shukla et al. (2008)
administraram L. casei a camundongos BALB/c e demonstraram a capacidade
que tem esta espécie de induzir a diminui¢ao das atrofias de vilosidades intestinais
e eliminar a infecgdo em camundongos, particularmente quando inoculados sete
dias antes da administragdo de cistos de G. duodenalis.
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Tabela. Nimero de cistos de Giardia duodenalis em amostras fecais de
pacientes tratados com Lactobacillus casei Shirota ¢ em pacientes ndo tratados.

Pindamonhangaba, 2012.

Dia 0 Dia7 Dia 21
Tratados Controle Tratados Controle Tratados Controle
267 264 107 275 0 395
313 595 78 605 **23 612
1014 1020 580 1052 0 1185
162 267 89 303 0 297
862 232 423 239 0 243
480 580 220 592 0 628

média=516,3 Média=498 Média=249,5 Média=511 Média=*3,8 Média=560

* Diferenga significativa em relagao ao inicio do tratamento (Dia 0) e em relag@o ao grupo controle.
** Redugdo de 87,85%.

Shukla et al. (2013) avaliaram a eficacia da administracdo de L. casei
de forma isolada ou em conjunto com drogas antiprotozoario para o tratamento
de camundongos BALB/c infectados com trofozoitos de G. duodenalis. Os
autores observaram que, em associagdo com albendazol, L. casei auxiliou
na restaura¢do da morfologia normal da mucosa intestinal, porém, quando
administrado de forma isolada, o lactobacilo induziu reducdo da severidade
¢ durag¢do da giardiase, porém sem obtencdo da cura definitiva. Apesar do
experimento de Shukla et al. (2013) ter sido realizado com camundongos e ndo
com humanos, os resultados de ambas as pesquisas evidenciam o potencial do
uso de L. casei para um melhor prognoéstico de hospedeiros infectados com G.
duodenalis.

Conforme ja foi mencionado, no presente trabalho em uma das
criangas que consumiu a bebida lactea contendo L. casei Shirota ndo foi
extinta a eliminagdo de cistos nas fezes. Pesquisadores afirmam que uma
interacdo de fatores do organismo e do probidtico determina a resposta imune
do hospedeiro ao estimulo propiciado pelo probidtico, havendo, portanto,
variagdes entre os individuos (van Baarlen et al., 2013). Hardy et al. (2013)
afirmam que fatores da microbiota, do probidtico e as células epiteliais ndo
s30 apenas barreiras quimicas ou fisicas para as infecgdes patogénicas, mas
representam um sistema de comunicagdo clara, resultando na modulagdo direta
da resposta imune conduzida pelo hospedeiro.

Em relagdo a melhora do progndstico decorrente da negativagdo
da presenca de cistos nas fezes, observada nas outras cinco criangas que
receberam a bebida lactea, um fator que poderia eventualmente depor contra
os resultados obtidos diz respeito ao periodo de baixa eliminac¢do de cistos
que pode ser observado em pacientes parasitados por G. duodenalis. Contudo,
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ao se observar a contagem de cistos das seis criangas com giardiase que ndo
receberam tratamento, em nenhum dos exames coproparasitologicos houve
negativagdo de encontro dessas estruturas, sendo observado até mesmo um
aumento significativo, em termos estatisticos, na contagem de cistos em todas
as coletas realizadas no decorrer do experimento (Tabela).

A eficacia terapéutica de L. casei Shirota s6 foi observada apos 21 dias
de tratamento, fato este que poderia ser considerado uma possivel desvantagem
em relagdo ao uso de medicamentos antiparasitarios convencionais. Devem-se
ressaltar, porém, diversas outras vantagens que estdo implicitas no consumo da
bebida lactea, em detrimento do uso de farmacos alopaticos com propriedade
antiparasitaria, uma vez que, ao contrario destes, os lactobacilos ndo oferecem
risco a saude, promovem uma regularizagdo no transito intestinal ¢ podem
induzir um aprimoramento na resposta imune, trazendo como consequéncia
beneficios a saude do organismo como um todo (Coélho et al., 2013; Hardy et
al., 2013).

Oliveira-Sequeira (2008) e colaboradores relatam que os potenciais
mecanismos de a¢ao desses microrganismos incluem a exclusdo competitiva,
a produc@o de metabdlitos com atividade antimicrobiana e a modulacdo da
resposta imune.

Cabe ressaltar ainda que o fato de ndo serem encontrados cistos de
G. duodenalis nas amostras fecais dos individuos tratados ndo leva a concluir
que houve cura definitiva. Para isso, seria necessario o desenvolvimento de
métodos de detecgdo mais sensiveis, como a pesquisa de coproantigenos
ou PCR. Porém, os resultados aqui apresentados somados a melhoria da
consisténcia ¢ do odor das fezes destacam o potencial do consumo diario de
L. casei Shirota como terapia para o controle da giardiase. Este constitui um
importante avango ante a reconhecida existéncia de cepas de G. duodenalis
que apresentam resisténcia aos tratamentos alopaticos atualmente disponiveis
no mercado farmacéutico.

Os resultados do presente trabalho evidenciam a importancia de um
estudo em larga escala, pois, uma vez comprovada a eficacia terapéutica do
consumo de L. casei Shirota para o controle da giardiase em um numero
maior de individuos parasitados, podem ser propostas novas abordagens
para comunidades nas quais a giardiase ¢ endémica. Uma delas poderia ser
a introducdo de bebidas lacteas com L. casei Shirota na merenda de criangas
acometidas por esta parasitose, visto que as criangas pertencem ao grupo etario
mais susceptivel de adquiri-la.

Conclui-se que o consumo de L. casei Shirota, ingerido diariamente
durante 21 dias, consistiu em um procedimento de elevada aplicabilidade
para o controle de giardiase na populagdo avaliada. Porém, novos estudos
com populagdes maiores devem ser delineados de modo que permitam a
extrapolag¢ao dos resultados para a populagdo em geral, haja vista a pequena
amostragem abordada no presente trabalho.
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