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RESUMO

A utilizagdo de animais de laboratério é extremamente relevante para o desenvolvimento de pesquisas
cientificas em d4reas como ciéncias bioldgicas e da salde. Para que os resultados experimentais sejam
confidveis é necessario que o animal esteja em homeostase fisioldgica, livre de infecgdes microbianas.
Giardia muris é um protozoario frequentemente presente em roedores provenientes de biotérios. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar a taxa de eficacia dos farmacos antiparasitdrios contra
Giardia muris. Foram utilizados camundongos Swiss com giardiase murina, detectada por meio da técnica
de centrifugo-flutuacdo. Estes animais foram tratados com 4 mg/ml de albendazol, metronidazol,
secnidazol, febendazol e nitazoxanida, por cinco dias consecutivos. Os farmacos albendazol, febendazol e
nitazoxanida apresentaram 100% de eficiéncia. A eficacia da terapia com metronidazol e secnidazol foi
insatisfatéria, 82,9% e 38% respectivamente. Albendazol, febendazol e nitazoxanida sdo eficientes na
erradicacdo de Giardia muris, entretanto sdo necessarios novos estudos para estabelecer dosagens seguras
e eficazes a fim de auxiliar na padronizacdo de protocolos terapéuticos para a giardiase murina.

Palavras chave: antiparasitarios; animais de laboratério; albendazol.
ABSTRACT

The use of laboratory animals is extremely important for the development of scientific research in areas
such as biology and health. For the experimental results are reliable is necessary that the animal be in
physiological homeostasis free from microbial infections. Giardia muris is a protozoan who often is present
in rodents from vivarium. Objective Evaluating and comparing the efficacy rate of antiparasitic drugs
against Giardia muris. For the experiment were used Swiss mice who presented murine giardiasis detected
by the technique flotation. These animals were treated with 4 mg/ml of albendazole, metronidazole,
secnidazol, febendazol and nitazoxanide by five consecutive days. The drugs Albendazole, febendazole and
Nitazoxanide showed 100 % efficiency. However, the efficacy of therapy with metronidazole and secnidazol
was unsatisfactory, 82.9 % and 38% respectively. Albendazole, febendazole and nitazoxanide are effective
in eradicating Giardia muris, however, are necessary further studies to establish safe and effective dosages
in order to assist the therapeutic standardization of protocols for the murine giardiasis
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INTRODUCAO

A utilizacdo de animais de laboratdrio é
extremamente relevante para o desenvolvimento
de pesquisas cientificas em areas como ciéncias
biolégicas e da salude (BRAGGIO et al.,, 2003;
ALVES et al, 2007; BICALHO et al., 2007;
CHORILLI et al., 2007, MEDEIROS et al., 2008;
BRANCO et al., 2011). Animais de vdrias espécies
tém sido empregados nas pesquisas, sendo os
roedores os mais utilizados (CHORILLI et al.,
2007).

Para que os resultados experimentais
sejam confidveis é necessario que a cobaia esteja
em homeostase fisioldgica e, para que esse
equilibrio aconteca sdo necessdrias medidas que
proporcionem o bem estar animal, como
cuidados com a condicdo ambiental (BRAGGIO et
al., 2003; ALVES et al., 2007; BICALHO et al,,
2007; MEDEIROS, et al., 2008).

Entretanto, mesmo que os cuidados
necessarios sejam empregados, pode haver
infeccdo microbiana direta ou por meio de
fomites contaminados. Dentre 0s
microrganismos, 0s maiores responsaveis por
infeccGes em biotérios sdo os enteroparasitos,
especialmente Giardia muris. Muitas vezes o
animal infectado nao apresenta sintomas, o que
favorece a disseminacdo parasitaria (DOYLE et al.,
2006; ALVES et al. 2007; BICALHO et al., 2007;
MEDEIROS et al., 2008; SILVA et al., 2008).

A giardiase murina é causada pelo
protozoario flagelado Giardia muris, este parasita
pode causar manifestacdes intestinais,
acompanhada de alteragdes enzimaticas, o que
pode vir a prejudicar indiretamente pesquisas
envolvidas a fenémenos de reposta inflamatoria,
aumentando a contagem de leucdcitos e
disturbios nas dosagens de citocinas e oxido
nitrico. Além disto, a infeccdo pode desencadear
mudangas ultraestruturais no intestino delgado,
dificultando assim estudos histolégicos deste

6rgdo (ECKMANN et al., 2000; ALVES et al., 2007)
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Por isso é de extrema relevancia que os
animais bioexperimentais estejam livres de
infeccbes. Sendo  assim, o tratamento
medicamentoso muitas vezes é necessario. Os
estudos voltados ao tratamento de giardiase
murina sao escassos, e nao ha uma padronizacao
com relacdo aos métodos e medicamentos
utilizados na erradicacdo da Giardia muris.
Portanto, nosso objetivo foi avaliar e comparar a
taxa de eficicia de cinco farmacos
antiparasitdrios para o tratamento da giardiase
murina.

MATERIAL E METODOS

Declaracdo de ética e Animais:

Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade
Integrado de Campo Mourdo - PR sob o protocolo
n2 666.

Foram utilizados 36 camundongos Swiss,
machos, com 21 dias de idade, naturalmente
infectados com Giardia muris. Todos os animais
foram mantidos no Biotério da Faculdade
Integrado de Campo Mourdo, PR., em ambiente
climatizado, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
racdo e agua ad libitum e em caixas plasticas de
fundo telado, para evitar o contato com as fezes
e possiveis reinfec¢des durante o experimento. O
periodo de aclimatacdo de sete dias foi
respeitado
experimento.

previamente ao inicio do

Diagnostico da giardiase murina:

Para o diagndstico da giardiase murina
foram realizados em todos os animais exames
parasitolégicos de fezes pela técnica de
centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco (FAUST
et al, 1938). Como o gene glutamato
desidrogenase (GDH) é especifico para Giardia
duodenalis, este foi utilizado para exclusdo da
presenca desta espécie. Tal gene foi amplificado
em reacdo de seminested PCR (CACCIO et al.,
2008).
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Tratamento e avalia¢do da eficacia:

Os camundongos foram distribuidos em
seis grupos (A, B, C, D, E e F), contendo 6 animais
cada. Os grupos A, B, C D e E foram os grupos
metronidazol,

tratados com  albendazol,

secnidazol, febendazol e nitazoxanida,
respectivamente. Os fdrmacos foram diluidas em
600 mL de agua filtrada ficando na concentracao
final de 4 mg/ml que substituiram, por cinco dias,
a agua oferecida no periodo de aclimatacdo. Os
roedores do Grupo F ndao foram submetidos a
terapia antiparasitaria, em fungao disso o grupo
foi classificado como controle para monitoracao
da eficacia e parametros clinicos (SILVA et al.,

2008).

Para avaliar a eficicia do tratamento

foram realizados dois exames parasitolégicos de
fezes, um antes (dia zero) e outro dez dias apds o
inicio do tratamento, segundo Silva et al. (2008).
A avaliacdo da carga parasitaria foi baseada na
classificacdo de Pinto et al. (1994), a qual se
considera infeccdo leve quando sdo visualizados
de 1 a 100 cistos/ldamina, moderada de 101 a 300
cistos/lamina e infeccdo elevada quando estdo
presentes mais de 301 cistos/lamina. Para
realizagdlo do cdlculo de eficicia do
antiparasitario foi utilizada a férmula descrita por
Coles et al. (1992):
% Eficacia = (Média do n? de cistos do grupo
controle — Média do n? de cistos do grupo
tratado) x 100 / Média do n? de cistos do grupo
controle

Parametros clinico/fisioldgicos avaliados:

Os parametros clinicos e fisioldgicos
foram avaliados no primeiro e décimo dia de
experimento. A temperatura corpérea foi aferida
com um termémetro digital de infravermelho
posicionado no dorso do animal (FALKOWSKI et
al., 2012). A escolha por este tipo de instrumento
torna a avaliagdao clinica mais facil e tem como
objetivo minimizar o estresse sofrido pelos
animais (WARN et al., 2003), pois este pode
causar alteragGes fisioldgicas, interferindo nos
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resultados. Os animais foram pesados utilizando
uma balanga semianalitica.

Para a avaliacdo da ingesta de racdo, esta
foi pesada no primeiro e Ultimo dia de
experimento, e foi calculada a quantidade em
gramas/dia que cada camundongo consumiu,
sendo considerada uma perda por esfarelamento
de 10% para todos os grupos (CARVALHO et al.,
2003). A ingesta do medicamento foi avaliada
medindo a quantidade restante de agua ao final
do experimento.

Analise estatistica:

Os valores de média e erro padrdo foram
utilizados para comparacdo dos dados por meio
dos testes de ANOVA, Tukey e teste “t” de
student com auxilio do software GraphPad Prism”
versao 3.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio do experimento, antes do
tratamento, todos o0s animais estavam
parasitados por Giardia muris, sendo a infeccdo
classificada como leve, ndo havendo diferenca
significativa entre os grupos (PINTO et al., 1994).
A baixa carga parasitaria encontrada nas cobaias
pode ter contribuido para a auséncia de sinais
clinicos.

O consumo de albendazol foi superior a
todos os outros farmacos, ja os medicamentos
nitroimidazdlicos, como secnidazol e
metronidazol foram menos consumidos (Figura
1). Entretanto, a diferenga entre o consumo de

cada grupo ndo foi significativa (p>0,05).

O albendazol, com sabor de laranja, por
exemplo, foi o farmaco que teve o maior
consumo (sem causar sobredosagem),
possivelmente porque o flavorizante mascarou o
gosto do farmaco, o que aumentou a aceitagdo
pelos animais. Ja o metronidazol e o secnidazol
por apresentar um gosto metdlico desagradavel
foram ingeridos em menor quantidade pelos
camundongos. Em funcdo da rejeicdo ao

metronidazol pelos animais, o tratamento do
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referido grupo teve que ser interrompido no
terceiro dia de experimento. E relevante ressaltar
gque ndao foram encontradas formulacbes de
com flavorizantes,

metronidazol e secnidazol

justificando seu uso no experimento.

Apdés o tratamento medicamentoso

notou-se a diminuicdo do ndmero de cistos

& Albendazol;
91,46

mg/dia

Metronidazol;
433

% Secnidazol; 18

S
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eliminados para todos os grupos. Por meio da
féormula descrita anteriormente, pode-se verificar
eficacia de 100% para os farmacos albendazol,
febendazol e nitazoxanida. O metronidazol e o
secnidazol apresentaram taxa de eficdcia de
82,9% e 38%, respectivamente. A quantidade de
cistos antes e apds a terapia pode ser visualizada
na Tabela 1.

# Fenbendazol;
56

# Nitazoxanida;
40,53

Figura 1. Consumo de medicamentos (mg/dia) ao final do experimento para cada

grupo experimental.

Todos os farmacos apresentaram
reducdo ou erradicacdo no numero de cistos de
Giardia muris, o secnidazol ndo apresentou 100%
de eficiéncia e, a efetividade do metronidazol ndo
pode ser mensurada uma vez que o tratamento
foi interrompido antes do tempo ideal. Cimerman
et al. (1998), em um estudo realizado em
humanos, utilizou metronidazol na dose de 250
mg duas vezes ao dia durante 5 dias, a eficacia do
farmaco na populacdo do estudo foi de 91,2%.
Silva et al. (2008) utilizando camundongos e
medicagao diluida em agua, observaram taxas de
cura para secnidazol de 100%, seguido por 97%
para o metronidazol. Estes valores discrepantes
ao obtido no presente estudo podem ser
explicados pela rejeicdo ao secnidazol e
metronidazol, além do que, para este ultimo

medicamento o tratamento durou trés dias,

consequentemente a concentragdo do farmaco
ingerida durante o tratamento foi baixa.

Em um estudo de toxicidade em ratos,

foram  encontrados isolados considerados
clinicamente resistentes ao metronidazol, ja que
as cepas de Giardia spp. exibiram uma Dose Letal
50 (DL50)> 120 mg/kg (LEMEE et al., 2000). O
metronidazol na concentracdo de 20 mg/mL e
secnidazol a 0,8 mg/mL administrados em dose
Unica apresentaram porcentagens de cura de
58,3% e 40%, respectivamente (CRUZ et al.,1997).
Desta forma, é possivel observar que a
concentragdo dos farmacos e/ou tempo de
tratamento incorretos implicam no insucesso

terapéutico.
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Tabela 1. Média do numero de cistos para cada grupo experimental antes e apds a terapia antiparasitaria.
] Média do n2 de cistos + EPM*
Grupo/terapia p
Antes do tratamento Apds o tratamento
Albendazol 34,0+27,8 0,0+0,0
Metronidazol 3,5%1,9 0,6+0,6
Secnidazol 14,7 +10,6 2,2+1,4
Febendazol 4,7+1,8 0,0+0,0
Nitazoxanida 133,2£115,9 0,0£0,0
*EPM: Erro Padrdo da Média
Os demais farmacos testados no presente camundongos submetidos a terapia

estudo apresentaram 100% de taxa de cura. A
eficiéncia do albendazol contra Giardia spp. foi
relatada por Cruz et al. (1997) como superior ao
metronidazol para cobaias, além de apresentar
acao contra helmintos. A avaliacdo in vitro
mostra que o albendazol pode ser de 30 a 50
vezes mais eficiente que o metronidazol (EDLIND
et al., 1990). A nitazoxanida, por sua vez, é citada
como opc¢ao de tratamento em casos de
resisténcia a albendazol e metronidazol na
giardiase em humanos imunossuprimidos
(ABBOUD et al., 2001). Silva et al.(2008),
observaram taxa de cura em camundongos
superior a 98,3% no uso do febendazol.

Os camundongos tratados com

metronidazol, secnidazol e febendazol
consumiram mais racdo (12 g/dia), ja aqueles
pertencentes aos grupos albendazol e
nitazoxanida tiveram um consumo de ragao
semelhante ao grupo controle (8 g/dia). A
diferenca entre o consumo de racdo pelos
animais dos diferentes grupos nao foi

estatisticamente significativa (p>0,05).

Com relagdo ao peso dos animais ndo
houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
animais dos grupos tratados e nao tratados,
apesar dos animais tratados terem perdido peso
e aqueles ndo tratados (grupo controle)
ganharem peso ao final do experimento. A
contaminagao por Giardia spp. pode diminuir a
absorcdo de dagua e nutrientes, provocando
desidratacdo e perda de peso (SILVA et al., 2008).
Neste estudo, mesmo os animais estando
curados, notou-se uma diminuicdao no peso dos

antiparasitaria e aumento de peso naqueles ndo
tratados, desta forma é possivel inferir que a
infeccao ocasionada por Giardia muris ndo teve
influéncia sobre a redugdo de peso dos animais
neste estudo. O consumo de ragdo também nao
alterou o peso dos animais, o que indica que a
terapia medicamentosa possa ter interferido no
crescimento dos mesmos.

A temperatura corporal dos
camundongos no primeiro dia do experimento
encontrava-se entre 33,92C e 34,72C. Apds o
tratamento houve redugdo da temperatura em
todos os grupos, incluindo o controle, sem

diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos.

O método proposto por Silva et al.
(2008), e realizado neste estudo, possui como
vantagem a facilidade de tratamento, o manuseio
dos animais é menor, o que diminui o estresse
sofrido  pelos roedores. Além disto, o
medicamento diluido e exposto ao consumo dos
camundongos aumenta a adesdo do tratamento.
A técnica de gavage, na qual o medicamento é
introduzido no esodfago do animal, tem como
vantagem a possibilidade de padronizagdo de
doses e a diminuicdo de interferéncias
experimentais por influéncia do gosto do
farmaco, entretanto, esta € uma técnica invasiva
gue implica no aumento do estresse sofrido pelos
animais e requer que o pesquisador tenha que
comparecer ao biotério no minimo uma vez ao
dia de acordo com a posologia do medicamento.

CONCLUSOES
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A estratégia de tratamento utilizando os medicamentos albendazol, febendazol e nitazoxanida
diluidos em bebedouro, apresentou 100% de eficiéncia no tratamento, o que torna estes farmacos uma
boa escolha para erradicacdo de Giardia muris em camundongos. A eficacia do metronidazol ndo pode ser
estimada em fungdo da interrupgao da terapia.
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