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RESUMO

Anualmente, cerca de um bilhdo de pessoas desenvolve infeccdo por Giardia intestinalis. Os estudos
existentes ainda sdo inconclusivos quanto a gravidade da infeccdo e resisténcia medicamentosa. Este
estudo teve como objetivo avaliar os sinais clinicos e estimar a resisténcia medicamentosa de Giardia
intestinalis em camundongos Swiss oralmente infectados. Os animais foram infectados com cistos de
Giardia intestinalis e posteriormente tratados com metronidazol, nitazoxanida, albendazol e secnidazol.
Apéds o inicio do tratamento, os animais foram avaliados quanto aos sinais clinicos, foi realizado o
hemograma e amostras de fezes foram coletadas para contagem de leucécitos. Ap6s a terapia, foram
coletadas amostras de fezes para andlise parasitolégica e extracdo do DNA com amplificacdo do gene
glutamato desidrogenase (GDH), pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em caso negativo este fator
foi considerado como controle de cura. O metronidazol curou 100% dos animais, enquanto a nitazoxanida e
o secnidazol, 87,5% e o albendazol curou 62,5% dos animais. Observaram-se diferengas nos sinais clinicos
entre 0s grupos quanto a ingesta de racdo, agua, ganho de peso, erecao de pélos, fezes diarreicas bem
como sangue nas fezes de alguns animais. Nao foi observada presenca de leucécitos fecais, nem
diferencas quanto aos aspectos sanguineos. Giardia intestinalis é infectante para camundongos Swiss e
ndo apresenta caracteristicas patogénicas. O metronidazol € a melhor opgéo terapéutica para o tratamento
desta parasitose.
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ABSTRACT

Annually, around one billion people develops infection by Giardia intestinalis. The existing studies have been
inconclusive as to the severity of the infection and medicamental resistance. This study aimed to value the
clinical signs and to appreciate the medicamental resistance of Giardia intestinalis in Swiss mice in front of
antiparasitic. The animals were infected by cysts of Giardia intestinalis and subsequently treated with
metronidazole, nitazoxanide, albendazole and secnidazole. After the beginning of the treatment, the animals
were evaluated as for clinical signs, was performed CBC and stool samples were collected for leukocyte
count. After therapy, samples of feces were collected for parasitological analysis and DNA extraction and
amplification of the gene glutamate dehydrogenase (GDH), by polymerase chain reaction (PCR), in negative
cases this factor was considered as control healing. The metronidazole cured 100 % of the animals, while
nitazoxanide and secnidazole, 87.5% and the albendazole has cured 62.5% of animals. Differences were
observed in clinical signs between groups regarding the intake of feed, water, weight profit, hairs erection,
diarrheal feces and bloody feces in some animals. There was no presence of fecal leukocytes, or differences
in the aspects of blood. The Giardia intestinalis is infective to Swiss mice and it has not characteristics
pathogenic. Metronidazole is the best therapeutic option for the treatment of this parasitosis.

Key Words : Giardia intestinalis; drug resistance; clinical signs.




INTRODUCAO

Estima-se que anualmente cerca de 1
bilhdo de pessoas desenvolva infec¢do por
Giardia intestinalis, um protozoério parasito
entérico. A prevaléncia desta
enteroparasitose varia entre 20 e 30% nos
paises em desenvolvimento, acometendo
14,6 até 78,3% das criancgas brasileiras (1). A
grande incidéncia nos paises em
desenvolvimento esta diretamente
relacionada a falta de condi¢Bes de higiene e
qualidade dos servigcos publicos, como rede
de agua e esgoto, além da elevada
densidade populacional, jA que a doenca é
transmitida por meio da via fecal oral (2,3).

Apbés ingestdo dos cistos de Giardia
intestinalis, estes se dirigem a porgéo
superior do intestino delgado onde
permanecem incubados por uma a duas
semanas, até o aparecimento ou ndo de
sintomas. Estes quando se manifestam se
resumem a perturbacbes gastrointestinais,
como diarreia, sindrome da ma absorcdo e
dores abdominais, o0s quais perduram
normalmente por 3 a 4 dias (2,4). O quadro
pode evoluir para uma infec¢do crénica, no
gual as fezes adquirem aspecto gorduroso e
0 paciente pode apresentar flatuléncia,
anemia e anorexia, em virtude da ma
absor¢do causada pela presenca do parasito
aderido as Vvilosidades intestinais. Nas
criancas pode-se observar atraso no
desenvolvimento, em funcgéo tanto do déficit
de absorcdo de nutrientes quanto pela perda
destes na diarreia (5,6).

O tratamento da giardiase é realizado
por meio da administracdo oral de agentes
antiparasitarios. Diversas classes podem ser
utilizadas, como os nitroimidazois, nitrotiazois
e benzimidazaéis (7).

Os nitroimidazolicos sdo os mais
empregados no tratamento da giardiase, com
destaque para o secnidazol e metronidazol.
Este ultimo é considerado o farmaco de
escolha, sendo a droga mais utilizada em
todo o mundo em func¢&o do seu baixo custo,
biodisponibilidade, tolerdncia e eficicia
reconhecida (2,3,7-9) O secnidazol possui
boa eficacia por apresentar concentracdes
plasméticas elevadas e tempo de meia vida

SaBios: Rev. Saude e Biol., v.10, n.1, p. 23-33, jan./abr., 2015

ISSN:1980-0002

24

prolongado, possibilitando sua administracéo
em duas doses ou dose Unica, tornando-o

vantajoso guando
metronidazol (10,11).

comparado ao

O albendazol, da classe dos
benzimidazolicos, vem sendo utilizado como
alternativa de terapia em relagdo ao
metronidazol, desenvolvendo menos efeitos
secundarios se utlizado em curto prazo
(2,10). Pertencente a classe dos nitrotiazois,
a nitazoxanida é uma droga recente também
utiizada no tratamento de parasitoses
intestinais. Esta tem se mostrado tdo eficaz
quanto o metronidazol, porém é um
medicamento de alto custo ndo disponivel na
rede publica de saude, diferente do
metronidazol e albendazol (12).

Existem poucos estudos que enfocam
de modo sistematico e comparativo a
eficiéncia destes quimioterapicos na infec¢éo
por Giardia intestinalis. Inclusive, as opc¢oes
terapéuticas sao limitadas, e, alguns estudos
tém demonstrado, in vitro, isolados de
Giardia intestinalis resistentes aos farmacos
comumente utiizados  (10,13,14). A
resisténcia medicamentosa pode  ser
atribuida ao uso inadequado e/ou
indiscriminado dos antiparasitarios e tem sido
observada principalmente nos nitroimidazois,
destacando-se entre eles o metronidazol
(20).

Levando em  consideragdo a
possibilidade de Giardia intestinalis ser
resistente a estes e outros medicamentos,
surge a necessidade de buscar novas
alternativas terapéuticas. Ja que uma das
consequéncias do ndo tratamento da
giardiase é a sindrome da m& absorcéo, a
gual em criancas desnutridas pode contribuir
substancialmente para o desenvolvimento de
deficiéncia fisica e mental (5). Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar os sinais
clinicos e estimar a resisténcia
medicamentosa de Giardia intestinalis em
camundongos Swiss oralmente infectados.

MATERIAL E METODOS



Amostra

Os cistos de Giardia intestinalis
utilizados neste estudo foram isolados de
amostras de fezes de humanos analisadas
no Laboratério de Parasitologia Ambiental e
de Alimentos da Universidade Estadual de
Maringa (UEM).

Animais

Neste estudo foram utilizados 32
camundongos Swiss machos,
imunocompetentes, de 21 dias de idade,
pesando cerca de 20 g, provenientes do
Biotério Central da UEM. Estes animais
foram mantidos no biotério da Faculdade
Integrado de Campo Mouréo - PR em gaiolas
com grade zincada, com depdsito para racao
e garrafa de agua (disponibilizados a
vontade), e fundo telado para evitar o contato
dos animais com suas fezes e uma possivel
reinfeccdo durante o experimento. Tais
caixas  permaneceram em  ambiente
climatizado (temperatura entre 21 e 23°C),
com ciclo claro/escuro de 12 horas e
condicbes de umidade controladas. Apéds
uma semana de adaptacdo no biotério da
Faculdade Integrado se iniciou ©
experimento.

Infeccdo dos animais
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Previamente a infec¢do, todos os
animais foram submetidos a exame
parasitolégico de fezes por meio da técnica

de Faust et al. (15) para confirmacdo da
auséncia de parasitoses intestinais.

Com excegdo do grupo controle
negativo, os camundongos dos demais
grupos foram infectados com 1.000 cistos de
Giardia intestinalis. A infeccdo ocorreu por
via intragastrica com auxilio de uma céanula
para gavage. Dez dias apo6s a infec¢do os
animais foram acondicionados em gaiolas
individuais durante duas horas para a coleta
das fezes, as quais foram utilizadas para
pesquisa parasitologica por meio da técnica
de Faust et al. (15). Este procedimento foi
realizado em todos os animais, em dias
alternados, até a confirmacado da infeccéo.

Grupos experimentais

Os camundongos foram distribuidos
em seis grupos de 8 animais cada e, agueles
animais infectados, com exce¢do dos
pertencentes ao grupo Controle Positivo
(CP), foram submetidos a terapia
antiparasitaria para avaliacdo da eficacia dos
medicamentos. O grupo Controle Negativo
(CN) néo foi infectado e nem submetido a
terapia medicamentosa. Os grupos
experimentais, as drogas testadas e os
esquemas terapéuticos utilizados encontram-
se na Tabela 1. A dosagem das drogas foi
estabelecida de acordo com o peso dos
animais.

Tabela 1. Grupos experimentais, drogas testadas e esquemas terapéuticos de acordo com a literatura.

Grupo N° animais  Tratamento Esquema terapéutico

CN 8 NaCl 0,85% 0,5 ml/cdgo

CP 8 NaCl 0,85% 0,5 ml/cdgo

Metronidazol 8 Metronidazol 500 mg/kg — 1x ao dia por 7 dias (16)
Nitazoxanida 8 Nitazoxanida 10 mg/kg — 2x ao dia por 3 dias (3)
Albendazol 8 Albendazol 4 mg/cdgo/dia por 5 dias (17)
Secnidazol 8 Secnidazol 200 mg/kg — dose Unica (16)

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo
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Andlise dos sinais clinicos/fisioldgicos e
achados laboratoriais

Os animais pertencentes aos seis
grupos comecaram a ser acompanhados
uma semana antes do inicio da terapia
antiparasitaria quanto a alguns sinais clinicos
como: consumo de 4gua e racgdo, erecao do
pélo, presenca de diarreia, peso corporal
(com auxilio de uma balanca de semi
analitica) e temperatura retal, utilizando
termdémetro digital (18). Este
acompanhamento perdurou por 21 dias.

Foi coletado sangue da veia caudal
com anticoagulante EDTA para hemograma
realizado em contador hematolégico (KX-21N
— Sysmex). Também fora realizada contagem
de leucdcitos fecais por meio da coloracao
de May-Grunwald e Giemsa.

Controle de cura e eutandsia dos animais

Na semana antecedente a eutanasia
foi coletada amostras de fezes de todos os
animais individualmente e realizada extracao
do DNA, feita com a utilizagdo do Kit
comercial “PureLink PCR Purification®”
(Invitrogen), conforme as recomendacdes do
fabricante. O DNA extraido foi amplificado
em reacdo de seminested PCR (19),
utilizando iniciadores que amplificam o gene
de Glutamato Dehidrogenase (GDH) gerando
um fragmento de aproximadamente 432 pare
de base, o qual foi detectado por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%.
Estes testes foram realizados no Laboratério
de Parasitologia Ambiental e de Alimentos da
Universidade Estadual de Maring4. Adotou-
se como critério de cura PCR negativo para o
gene (GDH).
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Para a eutanasia, todos os animais
foram anestesiados/sedados com uma dose
de 50mg/kg de cetamina e xilazina 2% por
via intramuscular. Apds obtencdo do plano
anestésico, os mesmos foram submetidos a
eutandsia por deslocamento cranio-cervical.

Andlise dos dados

Os dados foram analisados
por ANOVA associado ao Teste de Tukey,
com auxilio do software GraphPad Prism,
versao 5.00.

Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Faculdade Integrado de
Campo Mouréo - PR sob o protocolo n° 364.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho comparou-se, in vivo,
a acdo de quatro drogas frequentemente
utilizadas no tratamento da giardiase, além
de avaliar os sinais clinicos e achados
laboratoriais apresentados pelos animais
infectados.

O inoculo utlizado na infeccéo
experimental foi suficiente para a inducdo da
giardiase em todos os animais do estudo. A
taxa de cura dos antiparasitarios testados
encontra-se na Figura 1.
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Figura 1. Taxa de cura dos farmacos antiparasitarios frente a

Giardia intestinalis.

A eficacia do metronidazol foi relatada
por diversos autores, com taxas entre 60 e
98% para humanos (20,21,22,23,24). Os
resultados obtidos por Misra et al. (24) foram
0S Unicos numeros idénticos  aos
encontrados em nossa pesquisa com
camundongos. Avaliando a eficacia deste
farmaco contra G. muris em modelos
animais, estudos encontraram taxas de cura
de 58,3% (16), 63,6% (13) e 97,05% (23). Os
valores proximos para o0s estudos em
humanos e animais mostram que o0s
resultados deste estudo podem ser
extrapolados para a infeccdo em humanos.

Trabalhos referentes a eficacia do
tratamento da nitazoxanida ainda sé&o
bastante escassos, principalmente por se
tratar de um medicamento relativamente
novo. Em estudo anterior foram encontrado
87% de taxa de cura por nitazoxanida em
criancas acometidas por giardiase no Peru
(20). Estes dados se assemelham aos
encontrados em nosso estudo. Os mesmos
autores ainda afirmam que o uso deste
farmaco poderia resultar em melhores
resultados no tratamento de pacientes com
possivel resisténcia ao metronidazol, jA que
em suas pesquisas, a taxa de cura foi maior
para o0 nitazoxanida do que para o
metronidazol. Este protocolo foi implantado
na Franca (26), onde doentes infectados com

SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) e com Giardia intestinalis
resistente ao metronidazol e albendazol
foram tratados com sucesso com a
nitaxozanida.

Ao contrario do obtido, estudos em
humanos encontraram uma eficacia de 94%
para o albendazol (27) e 78,1% para o
secnidazol (28). Segundo as diretrizes
elaboradas pela Sociedade Brasileira de
Medicina da Familia e Comunidade (21), o
farmaco secnidazol apresenta taxa de cura
de 79,4% sete dias apds o tratamento e para
o albendazol, a taxa é de 90,4% apés 14 dias
do tratamento, destacando que estes indices
foram mensurados sob as mesmas dosagens
utilizadas neste estudo.

Os derivados nitroimidazélicos, como
0 secnidazol, ttm se mostrado mais eficazes
por apresentarem tempo de meia-vida de 20
horas, possibilitando a utlizacdo de
esquemas em dose Unica (29). O grupo
secnidazol deste estudo apresentou cura em
7 dos 8 animais tratados (87,5%), porém
essa porcentagem poderia ter sido superior,
ja que o medicamento foi administrado em
dose Unica e pode néo ter sido totalmente
ingerido por este animal que permaneceu
infectado.



No entanto, ao analisar que o
metronidazol mostrou um perfil de 100% de
cura, pode-se afirmar que este medicamento
continua sendo a melhor opgdo terapéutica
para o tratamento de Giardia intestinalis,
principalmente quando se considera que as
populacbes mais acometidas sdo aquelas
que vivem em precarias condicdes de
higiene e saneamento basico, e que irdo
realizar seu tratamento com 0s
medicamentos disponiveis no Sistema Unico
de Saude (SUS).

Alguns sinais  clinicos/fisiolégicos
foram  avaliados para investigar a
patogenicidade de Giardia intestinalis como,
consumo de racdo, ingesta de &gua,
temperatura, peso corporal e ere¢éo do pélo.
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O consumo de racdo dos animais
durante o experimento esta representado na
Figura 2. O grupo secnidazol apresentou
uma queda global de 22,5% no consumo de
racdo. Para esta mesma variavel o grupo
controle positivo (CP) obteve uma reducao
de 12% na ingesta de racdo, enquanto o
grupo controle negativo (CN) aumentou este
consumo em apenas 2,5%, estas diferencas
nao foram significativas (p>0,05). A giardiase
pode levar a redugcdo no apetite,
principalmente no inicio da infecgdo, o que
justificaria a reducéo da ingesta de racéo por
parte do grupo controle positivo (30).
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Figura 2. Consumo de racdo entre os animais dos diferentes grupos avaliados.

CN: Controle negativo, CP: Controle positivo, ALB: Albendazol, METRO: Metronidazol,

SECN: Secnidazol, NITAZ: Nitazoxanida.

Houve diferenca no ganho de peso
entre 0os grupos avaliados, entretanto, sem
diferengas  estatisticamente  significativas
(Figura 3). O grupo CN teve 35,15% de ganho
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de peso, contra 22,95% do grupo CP,
corroborando com outros estudos (8,11).
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Figura 3. Ganho de peso entre os animais dos diferentes grupos avaliados.

CN: Controle negativo, CP: Controle positivo, ALB: Albendazol, METRO: Metronidazol,

SECN: Secnidazol, NITAZ: Nitazoxanida.

E normal que os animais ganhem
peso com o decorrer do experimento, visto
que estes estdo crescendo e se
desenvolvendo. No entanto, o menor ganho
de peso apresentado pelo grupo controle
positivo, quando comparado ao negativo,
esta diretamente relacionado ao consumo de
racdo dos diferentes grupos além do fato de
0s animais apresentarem fezes diarreicas e
ocasionalmente melena durante o]
experimento.

A diarreia, sintoma caracteristico da
giardiase em humanos, é causada pela
presenca do parasito em sua forma de
trofozoito aderido & mucosa intestinal do
duodeno e jejuno. A presenca do parasito
promove um efeito conhecido como
“atapetamento”, no qual ha um déficit na
absorcdo de agua e minerais, contribuindo

para o amolecimento das fezes (30-32).
Associada a reducdo do apetite, ha perda de
peso corporal nos pacientes acometidos por
giardiase, em funcdo dos sintomas
gastrointestinais presentes principalmente no
inicio da infeccao (30).

Quanto a ingesta de 4gua, o0 consumo
no grupo CP foi crescente no decorrer dos
dias, chegando a um aumento de 25% ao
final do experimento, assim como 0 grupo
Nitazoxanida que obteve um acréscimo de
20%. O grupo Metronidazol mostrou um perfil
de diminuicdo da ingesta de agua de 7%,
enquanto que o grupo CN ndo houve
alteracdo, permanecendo estavel durante o
experimento (Figura 4). Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada.
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Figura 4. Consumo de agua entre os animais dos diferentes grupos avaliados.

CN: Controle negativo, CP: Controle positivo, ALB: Albendazol, METRO: Metronidazol,

SECN: Secnidazol, NITAZ: Nitazoxanida.

A literatura ndo estabelece uma
relacdo entre a alteracdo na ingesta de agua
e a doenca. No entanto, ha relatos de que
em raros casos, a giardiase possa levar a
desidratacao (33). Ao analisar que o grupo
CP teve crescimento no consumo de agua
guando comparado aos outros grupos,
acredita-se que em funcdo da desidratacao,
0S animais deste grupo possam ter
apresentado polidipsia. Também foi este
grupo que apresentou diarreia, manifestacao
gue pode levar a desidratacéo.

N&o foram encontradas diferencas
significativas quanto a temperatura retal
entre os grupos analisados. Porém, sabe-se
que ocasionalmente, a giardiase pode
provocar febre (30). No decorrer do
experimento, diversos animais do controle
positivo apresentaram pélos ericados. Estes
achados clinicos corroboram com o0s
encontrados por outros autores (11).

Durante a eutandsia, foi possivel
observar um linfonodo hiperplasico na
cavidade abdominal de um animal do grupo
CP, sendo este um sinal de resposta
inflamatéria a alta carga parasitaria deste
grupo. A presenca de hiperplasia linféide
pode ser comum em pacientes infectados e
esta pode ou ndo desaparecer concomitante
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a cura (30). Ainda ndo h& uma relacdo direta
entre a presenca de linfonodo hiperplasico e
infeccdo por Giardia intestinalis, embora
estes eventos possam ocorrer ou ndo em
combinacéo (32).

Quanto a contagem de leucdcitos
fecais, estes ndo foram encontrados em
nenhum dos grupos avaliados. Uma vez no
intestino, o parasito pode levar a uma grande
lesdo na mucosa (32), o que desencadearia
uma reacao inflamatéria podendo ser
manifestada pelo encontro de leucdcitos nas
fezes. O ndo encontro dos leucdcitos pode
indicar que o parasito em questdo possui
baixa viruléncia em camundongos.

Na andlise dos aspectos sanguineos,
observou-se que todos os animais, inclusive
os do grupo CP, apresentaram valores de
hemoglobina dentro dos padrdes de
referéncia, sem diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos. Estes valores
dentro da normalidade mostram que, apesar
do déficit de absorcdo de nutrientes comum
em infectados, ndo houve prejuizo na
absorcdo dos componentes necessérios a
sintese de hemoglobina.

Um achado de grande relevancia
entre 0s grupos de animais analisados foi a
contagem de leucdcitos totais (Figura 5).
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Figura 5. Contagem de leucécitos totais/pL de sangue entre os animais dos diferentes

grupos avaliados.

CN: Controle negativo, CP: Controle positivo, ALB: Albendazol, METRO: Metronidazol,

SECN: Secnidazol, NITAZ: Nitazoxanida.

Os antiparasitarios  Metronidazol,
Secnidazol e Nitazoxanida foram os que
promoveram diminuicdo de leucécitos totais
significativas quando comparado aos animais
infectados e n&o tratados (p-valor <0,05,
<0,01 e <0,001, respectivamente). A
eliminagcdo do parasito promove a redugao
na reacgdo inflamatoria, evidenciado pela
diminuicdo dos leucécitos sanguineos,
corroborando outros estudos (25,34).
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CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os achados neste
estudo, pode-se concluir que Giardia
intestinalis é infectante para camundongos
Swiss, entretanto, nao apresenta
caracteristicas muito patogénicas. Além
disso, afirma-se que o metronidazol é a
melhor opcéo terapéutica para o tratamento
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