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Resumo

Com o objetivo de investigar a ação do Ácido acetilsalicílico (AAS) sobre a morfomeria de neurônios miontéricos de camundongos infectados por T. cruzi, utilizou-se 40 camundongos suíços machos, 60 dias de idade, distribuídos: Controle não infectado tratado com PBS sem AAS (GC), Controle não infectado tratado com AAS (GCA), Infectado tratado com PBS sem AAS (GI) e Infectado tratado com AAS (GIA). Foram inoculados 1300 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, nos grupos GIA e GI, via intraperitonial. A fase crônica foi obtida com a administração de Benznidazol, via oral-gavagem. Os grupos GCA e GIA foram tratados com AAS, via intraperitonial. Após 75 dpi, todos os animais foram mortos e os neurônios do cólon foram quantificados. A estatística foi realizado pelo BioEstat 5.0, sendo considerado 5 % de significância. Não foi observada diferença entre os grupos GIA e GI, durante a evolução da infecção em relação à curva de parasitemia (p>0,05). Não houve alterações sobre o comprimento, diâmetro e área total do cólon de todos os grupos de animais avaliados (p>0,05). Os animais sadios ou infectados tratados com o AAS (GCA – GIA), apresentaram neurônios com aumento da área do corpo neuronal devido o aumento da área nuclear e citoplasmática (p<0,05), sugerindo aumento da expressão gênica para maior produção de proteínas envolvidas na contração e dilatação muscular intestinal. O uso do AAS nas condições experimentais investigadas sugere que este antiinflamatório é indicado para o hospedeiro com a doença de Chagas na fase crônica. 
Introdução 

 
A Doença de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, o qual provoca quadros clínicos tais como a cardiopatia e dilatações de órgãos cavitários que afetam o aparelho digestivo promovendo o megaesôfago e o megacólon (Rey, 2011). Estima-se que existam 10 milhões de indivíduos infectados pelo parasito. No Brasil existem cerca de três milhões de infectados. Em relação ao tratamento, o ácido acetilsalicílico (AAS), a Aspirina, tem sido utilizado no tratamento de doenças inflamatórias agudas e crônicas (Tatakihara et al., 2008). Assim, ele pode ser usado para tratamento da doença de Chagas durante a fase crônica. Contudo, este medicamento é capaz de bloquear a síntese do oxido nítrico produzido pelo macrófago (Tatakihara et al., 2008), um importante inibidor da replicação do T. cruzi. Dessa forma, este trabalho verificou a ação da aspirina sobre a morfometria de neurônios mientéricos totais do cólon de camundongos infectados por T. cruzi. 

Materiais e métodos 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Conduta Ética no uso de Animais em

experimentação (CEAE), da Universidade Estadual de Maringá (Parecer 057/2013).
Foram utilizados 40 camundongos suíços machos, com 60 dias de idade, distribuídos: (n=10): Controle não infectado tratado com PBS sem AAS (GC); Controle não infectado tratado com AAS (GCA); Infectado tratado com PBS sem AAS (GI) e Infectado tratado com AAS (GIA). Os camundongos dos grupos GI e GIA foram inoculados com 1300 formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, via intraperitoneal dias após a infecção (dpi).

A fase crônica foi obtida com a administração de seis doses de Benznidazol, (100mg/Kg/m.c.) aos 11, 13, 15, 25, 29 e 48 dias após a inoculação, via oral-gavagem. Os grupos GCA e GIA receberam doses diárias de 50 mg/Kg de Ácido Acetilsalicílico (AAS), durante 21 dias a partir do 54 dpi até 74 dpi. 
A parasitemia foi avaliada pela técnica de Brener (1962), diariamente, do 4º ao 15º dpi e em dias alternados do 15º ao 22º dpi. A curva de parasitemia foi traçada utilizando a média de contagem de parasitos dos animais inoculados para os grupos GI e GIA. Após 75 dpi, todos os animais foram mortos com overdose de éter etílico e o cólon de cada animal foi retirado, dissecado e submetido à técnica de Giemsa (Barbosa, 1978), para mensurar 300 neurônios mientéricos totais de cada animal em toda circunferência intestinal. Para tanto, foram capturadas imagens em microscópio fotônico trinocular (MOTIC B5) acoplado a uma câmera de vídeo digital de alta definição (MOTICAM 2000). Utilizando software Image-Pro Plus. 
A distribuição dos dados foi verificada com o teste D`Agostino Pearson, expressos como mediana e percentis 25 e 75 (P25 e P75) e comparados com o teste KrusKall-Wallis. Foi utilizado nível de significância de 5% e o programa BioEstat 5.0®. 

Resultados e Discussão
Evolução da infecção

A curva de parasitemia apresentou perfil característico da cepa Y de T. cruzi nos dois grupos infectados, com pico de parasitos no 8° e no 11º dpi. Não foi observada diferença significante entre os grupos para infectividade, período pré-patente, período patente, pico de parasitos e parasitemia total (p>0,05). Este acontecimento deve-se ao fato de que o AAS, foi administrado no G1A somente a partir do 55º dpi. A administração do AAS somente a partir desse período de infecção deveu-se ao fato de que atualmente a grande maioria dos pacientes chagásicos encontra-se na fase crônica da infecção por T. cruzi (Cardiopatia chagásica, 2015). Não houve alterações significantes no comprimento, diâmetro e área total do cólon dos camundongos avaliados (p>0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por Moreira et al. (2013), que ao avaliarem camunongos suiços machos com inoculo de 1300 formas tripomastigotas da cepa Y também não verificaram alterações significantes em nenhum parâmetro do cólon quando comparado ao grupo controle sem infecção. 

Análise morfométrica da população neuronal mientérica total 
O AAS nos animais infectados (GIA x GI) promoveu aumento de 2,1% da área nuclear, 55,0% da área citoplasmática e consequentemente 40,2% da área do corpo neuronal (p<0,05). Nos animais não infectados (GCA x GC) ele promoveu aumento de 30,0% da área nuclear, 82,1% da área citoplasmática e consequentemente 59,2% da área do corpo neuronal (p<0,05). O resultado da subtração entre os valores (59,2% – 40,2% = 19,0%), mostra que o AAS promoveu aumento sobre neurônios mientéricos totais tanto em animais sem ou com a infecção (Tabela 1), sugerindo aumento da expressão gênica para maior produção de proteínas envolvidas na contração e dilatação muscular intestinal, melhorando assim, o peristaltismo dos animais investigados.
Tabela 3. Morfometria de neurônios mientéricos do cólon de camundongos suíços, machos, com 22 semanas de idade. Grupo Controle Tratado com PBS (GC), Grupo Controle Trato com Aspirina (GCA), Grupo Infectado Tratado com PBS (GI) Grupo Infectado Tratado com Aspirina (GIA). Infecção com 1300 tripomastigotas sanguíneos da cepa Y do T. cruzi, durante 75 dias.

	Parâmetro
	Grupos 

	
	GC (n = 5)
	GCA (n = 4)
	GI (n = 3)
	GIA (n = 4)

	Área do Núcleo (μm2)
	53,5a (40,8; 69,6)
	69,6b (54,3; 89,4)
	45,8c (34,4; 60,0)
	58,3d (44,2; 76,6)

	Área do Citoplasma

 (μm2)
	75,2a (50,0; 116,6)
	137,0b (92,3; 225,7)
	64,0c (42,2; 98,8)
	99,2d (66,5; 155,2)

	Área do Corpo celular (μm2)
	131,8a (98,3; 180,7)
	209,9b (160,7; 310,3)
	113,8c (81,0; 155,5)
	159,6d (118,0; 229,2)


Valores apresentados como mediana percentil (25; 75) seguidos de letras diferentes numa mesma linha apresentam diferença estatisticamente significante (p<0,05). Teste: KrusKall-Wallis.
Conclusões
O uso do AAS nas condições experimentais investigadas promove aumento de neurônios mientéricos totais, indicando que o uso deste antiinflamatório é aconselhável para o hospedeiro sem ou com a doença de Chagas na fase crônica.
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