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Resumo
Com o objetivo de investigar a ação do Ácido acetilsalicílico (AAS) sobre o número de neurônios mientéricos 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). O AAS proporcionou morte dos neurônios mientéricos totais de 8,5%. Este dado é resultante da subtração porcentual da comparação de animais infectados (GI x GIA = 7,8% - p>0,05) menos o porcentual da comparação entre os animais não infectados (GC x GCA = 16,3% - p>0,05). O uso do AAS nas condições experimentais investigadas sugere que este antiinflamatório não é indicado para o hospedeiro com a doença de Chagas na fase crônica.

Introdução
A doença de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, atinge cerca de 16 milhões de pessoas na America latina. Ela apresenta duas fases, uma aguda e outra crônica. A aguda dura em torno de 30 a 90 dias com sintomas inespecíficos e alta parasitemia observada. Já na crônica, 70% dos indivíduos não apresentam sintomas com redução significatica de parasitos circulando no sangue e presença de anticorpos específicos. Apenas 30% dos pacientes podem desenvolver a fase crônica sintomática, a qual leva de 10 a 30 anos para desenvolver as formas cardíacas e/ou digestivas ou ambas (Rassi, 2012).

Nas formas digestivas, a doença causa o megaesôfago e o megacólon, que são caracterizadas por dilatação de vísceras ocas, atingindo principalmente o cólon sigmóide e o reto (Rezende & Moreira, 2000).

Em relação ao tratamento para a doença, os medicamentos benzonidazol e o nifurtimox, além de não apresentarem eficácia total, provocam efeitos colaterais indesejados, indicando a necessidade de novos estudos. O Ácido Acetilsalicílico (AAS) tem sido amplamente utilizado em doenças inflamatórias agudas e crônicas, com intuito de controlar o processo inflamatório (Tatakihara et al., 2008). Assim, ele pode ser utilizado para o tratamento da doença de Chagas durante a fase crônica. Dessa forma, este trabalho investigou a ação do AAS sobre o número de neurônios mientericos do cólon de camundongos infectados experimentalmente 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 quantificados os neurônios mientéricos totais presentes em 120 campos.
A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste D’Agostino Pearson. Dados com distribuição normal foram expressos como média ± desvio padrão e comparados com o teste ANOVA. Foi utilizado nível de significância de 5%. Foi utilizado 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 GIA 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 (Pedrosa et al., 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. (2011), 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 quantitativa da população neuronal mientérica total 
O AAS proporcionou morte da população neuronal mienterica total de 9,3%. Este dado é resultante da subtração do porcentual da comparação de animais infectados (GI x GIA = 7,0% - p>0,05) menos o porcentual da comparação entre os animais não infectados (GC x GCA = 16,3% - p>0,05) (Tabela 1).  A redução neuronal evidenciada indica que o uso do AAS no hospedeiro com a doença de Chagas na fase crônica, não é aconselhável. O porcentual obtido é sugestivo de que o AAS inibiu a síntese do óxido nítrico o que, consequentemente, proporcionou o aumento do número de ninhos de amastigotas e focos inflamatórios no tecido parasitado.  Moreira et al. (2013), ao investigar a túnica muscular intestinal de camundongos infectados com 1300 tripomastigotas do T. cruzi, evidenciou presença significativa de focos inflamatórios, em relação ao grupo de animais não infectados. 
Tabela 1 - Média do número de neurônios mientéricos* do cólon de camundongos, suíços machos, com 22 semanas de idade. Grupo Controle não infectado tratado com PBS sem AAS (GC), Grupo Controle não infectado tratado com AAS (GCA), Grupo Infectado tratado com PBS sem AAS (GI) e infectado tratado com AAS após 20 dias de infecção (GIA). Inoculo com 1300 tripomastigotas sanguíneos da cepa Y do T. cruzi. Duração da infecção, 75 dias.
	

	Grupos

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

	Número de neurônios em 17,0 mm2
	5,81 ± 754.80a
	5,41 ± 259.33a
	4,76 ± 65.00b
	3,98 ± 529.40b


*Em 120 campos microscópicos com 17,0 mm2. Dados apresentados como média ± desvio-padrão seguidos de letras diferentes em uma mesma linha apresentam diferença significante (p<0,05). Teste: Mann-Whitney.   
Conclusões
O uso do AAS nas condições experimentais investigadas destrói neurônios mientéricos totais, indicando que o uso deste antiinflamatório não é aconselhável para o hospedeiro com a doença de Chagas na fase crônica.
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