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Resumo 

Para avaliar o efeito do metronidazol em camundongos Swiss infectados com genótipo A2 de G. duodenalis, utilizou-se 13 camundongos suíços, machos, distribuídos em: Grupo Controle não infectado e não tratado com metronidazol (GC),  Grupo Infectado e não tratado com metronidazol (GI1) e Grupo Infectado e tratado com metronidazol (GI2). Os grupos GI1 e GI2 A foram inóculados com 5000 cistos da assemblagem AII de G. duodenalis, via intragástrica. Quatorze dias após a inoculação, o grupo GI2 recebeu três doses diárias de 500mg/kg/peso de metronidazol, durante sete dias - via intragástrica. Após o tratamento, foi realizado exame para confirmação da ausência de parasitos nos animais. Após 100 dias de infecção, todos os animais foram mortos e o duodeno foi retirado, dissecado e corado com a Giemsa e os neurônios mientéricos totais foram quantificados. Os dados foram analisados pelo programa BioEstat 5.0 e considerado 5% de significância. O metronidazol proporcionou a manutenção do peso corporal nos animais do grupo GI2, em relação ao grupo GC (p>0,05), do comprimento, diâmetro e área total do duodeno dos camundongos dos grupos avaliados (p>0,05) e não provocou alteração no número da população neuronal mienterica total (p>0,05), indicando que o uso deste medicamento pode continuar sendo usado para o hospedeiro com a giardíase.

Introdução

A giardíase é causada pela Giardia duodenalis e, pode se apresentar em forma de trofozoíto (Rey, 2010). No Brasil, apresenta prevalência de 12,4% a 50% (Santana, 2014) com distribuição mundial (cosmopolita), mas sua principal incidência acontece em lugares de climas temperados (Rey, 2008). Pode ocorrer pela falta de higiene, consumo de alimentos contaminados com cisto, por água não tratada, manipulação de alimentos de forma inadequada, além de auto-infecção e por meio de relações sexuais (Silva et al., 2010). Uma vez que o indivíduo foi infectado com a G. duodenalis, esta, chega na porção final do estômago origina os trofozoítos, que, por sua vez coloniza e parasita o intestino delgado, principalmente em segmentos de duodeno e jejuno (Rey, 2010). Podem correr diarréia e diminuição das micro-vilosidades intestinais, dificultando a absorção de nutrientes, provocando lesões na mucosa, desencadeando resposta inflamatória (Saúde, 2015). Dentre às funções intestinais, os neurônios mientéricos são os principais responsáveis pela absorção, secreção e motilidade intestinal (Furness & Costa, 2006).
O metronidazol é o medicamento mais indicado para tratamento da Giárdia (Rey, 2010). No entanto, alguns genótipos do protozoário vêm apresentando resistência em relação a este medicamento (Silva et al., 2008), indicando a necessidade de ampliar os estudos a cerca do mesmo. Assim, este trabalho avaliou o efeito do metronidazol sobre o número de neurônios mientéricos de camundongos infectados experimentalmente com genótipo A2 de G. duodenalis.
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 138/2014).

Foram utilizados 13 camundongos suíços machos, com 21 dias de idade, distribuídos: (n=4): Grupo Controle não infectado e não tratado com metronidazol (GC), (n=4): Grupo Infectado e não tratado com metronidazol (GI1) e (n=5): Grupo Infectado e tratado com metronidazol (GI2). 

Os camundongos dos grupos GI1 e GI2 foram inoculados com 5000 cistos da assemblagem AII de G. duodenalis - via intragástrica. Quatorze dias após a inoculação, os animais do grupo GI2 receberam três doses diárias de 500mg/kg/peso de Metronidazol, durante sete dias - via intragástrica. Após o tratamento, foi realizada a coleta de fezes para confirmação da ausência de parasitos no trato intestinal dos animais. Os exames foram realizados pelo método Hoffmann ou por sedimentação espontânea, sendo analisadas uma lâmina de cada amostra por animal (De Carli, 2007). 

O peso corporal dos animais foi verificado aos 99 dias após a infecção (dpi). Após 100 dias de infecção, todos os animais foram mortos com overdose de éter etílico e o duodeno de cada animal foi retirado, dissecado e submetido à técnica de Giemsa (Barbosa, 1978), para quantificar os neurônios mientéricos totais presentes em 120 campos. A mensuração da largura e comprimento do órgão foi realizada para os duodenos coletados, no intuito de se calcular a área do órgão.

A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. 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

Foram observadas alterações no peso corporal dos animais do grupo GI1, com redução de 15,75%, ao comparar com grupo GC (p<0,05) (Tabela 1). Este dado pode ser justificado pelo fato da giárdia provocar alterações na absorção de gorduras, de vitaminas A e B12, de ácido fólico, glicose, lactose e D-xilose e, consequentemente, desenvolvimento de um quadro de desnutrição e emagrecimento (Giardia Lamblia, 2015). No entanto, nos animais do grupo GI2, infectados e tratados com metronidazol, o peso corporal manteve-se estável em relação ao grupo GC (p>0,05) (Tabela 1). Não houve alterações significantes no comprimento, diâmetro e área total do duodeno dos camundongos dos grupos avaliados (p>0,05). Nessa variável, resultados semelhantes foram encontrados por Moreira et al. (2013), que ao avaliarem camundongos 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.

Tabela 1 - Peso corporal médio de camundongos, suíços, machos, submetidos à infecção com 21 semanas de idade. Grupo Controle não infectado e não tratado com metronidazol (GC), Grupo infectado e não tratado com metronidazol (GI1), Grupo Infectado e tratado com metronidazol (GI2). Inoculo com 5000 cistos da assemblagem AII de G. duodenalis. Duração do experimento, 100 dias.

	
	Grupos

	Peso (g)
	GC (n=4)
	GI1 (n=4)
	GI2 (n=5)

	
	53,02 ± 4,32a
	45,08 ± 1,77b
	51,61 ± 3,53


Valores apresentados como média ± desvio-padrão seguidos de letras diferentes (a; b), em uma mesma linha apresentam diferença significante (p<0,05). Teste: ANOVA. 

Análise quantitativa da população neuronal mientérica total do duodeno

O metronidazol não proporcionou alteração no número da população neuronal mienterica total (p>0,05) (Tabela 2), indicando que o uso deste medicamento não apresenta resistência no hospedeiro com a G. duodenalis - assemblagem AII. Tendo em vista de que o albendazol e metronidazol apresentam resistência à G. duodenalis e, que, diferenças no curso da infecção, duração da infecção, virulência e sensibilidade à droga podem ocorrer, dependendo do genótipo envolvido (Chorilli, 2007), os dados neuronais obtidos sugerem que o metronidazol pode continuar sendo indicado para o tratamento do hospedeiro com giardíase. 

Tabela 2. Média do número de neurônios mientéricos* do duodeno de camundongos, suíços machos, com 21 semanas de idade. Grupo Controle não infectado e não tratado com metronidazol (GC), Grupo infectado e não tratado com metronidazol (GI1), Grupo Infectado e tratado com metronidazol (GI2). Inoculo com 5000 cistos da assemblagem AII de G. duodenalis. Duração do experimento, 100 dias. 

	
	Grupos

	
	GC1 (n = 4)
	GC2 (n = 4)
	GI (n = 5)

	Número de neurônios em 17,0 mm2
	1.730,00 ± 118,2
	1.635,00 ± 168,50
	1.651,00 ± 121,3


*Em 120 campos microscópicos tonalizando 17,0 mm2. Dados apresentados como média ± desvio-padrão. Teste: ANOVA. 

Conclusões

O metronidazol nas condições experimentais estudadas promove a manutenção do peso corporal dos animais infectados. Não provoca alterações no comprimento, diâmetro e área total do duodeno e, não promove alterações no número de neurônios mientéricos totais, indicando que o uso deste medicamento pode continuar sendo indicado para o hospedeiro com a giardíase.
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