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ENSAIO TERAPEUTICO NA INFECCAO POR GIARDIA
MURIS EM CAMUNDONGO COM METRONIDAZOLE,
TINIDAZOLE, SECNIDAZOLE E FURAZOLIDONE

Claudia Cristina Pedigone Cruz, Lilian Ferrari e Roberto Sogayar

Foi testado in vivo a sensibilidade de Giardia muris a quatro drogas comumente
usadas no tratamento da giardiase humana. Foram utilizados 7 grupos de animais,
com 12 camundongos cada, sendo que o grupo controle recebeu apenas solugdo salina
0,15M (0,5ml/animal). Os demais grupos receberam em dose uinica: metronidazole e
Surazolidone (500mg/kg), tinidazole e secnidazole (200mg/kg). A eficdcia das drogas
Jfoi avaliada através da contagem de cistos nas fezes e pela auséncia de trofozoitos no
intestino. O metronidazole foi a droga mais eficaz. Os cortes histologicos mostraram
diferencas entre o padrdo da mucosa intestinal de animais normais e parasitados. No
entanto, ndo se observou diferenca entre o padrdo de mucosa de animais infectados
tratados e ndo tratados, o que sugere que estas alteracoes podem ser causadas pelo

parasito e ndo pelas drogas.
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Furazolidone.

A Giardia muris € um parasito muito
comum de animais em laboratério e tem sido
muito utilizado como modelo no camundongo,
para estudos de giardiase animal e humanal9
relacionados principalmente com a imunologia
dessa parasitose3 12 13,

Entretanto, existem poucos trabalhos que
enfoquem de modo sistematico e comparativo
a eficiéncia de drogas para o tratamento de
Giardia de animais principalmente os relacionados
com a giardiase murina. Em camundongos,
testes terapéuticos com drogas utilizadas no
tratamento de giardiase humana também sido
bastante escassos, principalmente os relacionados
com os derivados do 5-nitroimidazole. Alguns
autores obtiveram 100% de cura para G. muris
com o metronidazolel6, Essa mesma droga e o
secnidazole, nas dosagens respectivas de
150mg/kg e 500mg/kg, mostraram eficicia de
100% quando ministradas por 2 dias consecutivos
em camundondogos naturalmente infectados2.
Drogas usadas conforme as dosagens
prescritas na bula, como o metronidazole (1 e
2mg/camundongo/dia/5 dias), furazolidone
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(5mg/kg/7 dias) e tinidazole (30mg/kg/dose
Gnica) mostraram taxas de cura, em
camundongos naturalmente infectados, de
100%, 12% e 22% respectivamente (CC Pedigone
e cols: dados niao publicados). O tratamento
da G. muris com dimetridazole 0,1% na agua
de beber dos animais, por 14 dias, nao foi bem
sucedido20. Tendo em vista a discrepincia dos
resultados relacionados as drogas mencionadas
e a auséncia de dados sobre a aciao do tinidazole
e furazolidone sobre a G. muris, realizou-se
este estudo comparativo a fim de verificar a
eficicia de 3 compostos derivados do
5-nitroimidazole (metronidazole, tinidazole e
secnidazole) e um derivado nitrofurano
(furazolidone) sobre G. muris de camundongos
naturalmente infectados. Concomitantemente,
foi feito um estudo histologico da mucosa
intestinal dos animais, antes e ap6s tratamento,
visando a observacio e comparacio das
provaveis alteracoes causadas pelo parasita
e/ou pelas drogas.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados 72 camundongos
machos, albinos, Swiss, pesando 20g,
naturalmente infectados por Giardia muris,
provenientes do Biotério Central da UNESP,
Botucatu. Também foram utilizados 12
camundongos “SPF”, cedidos pelo
Centro Multi-Institucional de Bioterismo da
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UNICAMP/CEMIB, que serviram de grupo
controle na andlise histologica. Todos os
animais foram mantidos no Biotério do Dept®
de Parasitologia em caixas plasticas de fundo
telado, para evitar o contato com as fezes e
possiveis reinfeccoes durante o experimento.

Grupos experimentais. Os grupos experimentais,
as drogas e os esquemas terapéuticos utilizados
sdo apresentados na Tabela 1. A dosagem das
drogas foi estabelecida de acordo com o peso
dos animais e em dose Unica.

Diagnostico e intensidade da infeccdo.
Foram realizados trés exames de fezes pelo
método de Faust e cols25, por animal, em dias
alternados antes do inicio do tratamento. Os
animais foram acondicionados em gaiolas
individuais durante duas horas para coleta de
fezes. Apos, foi feita a pesagem das fezes e a
contagem do namero de cistos em cidmara de
Neubauerl9.

Controle de cura. Ap6s o término do
tratamento foram realizados exames de fezes

individuais dos animais por trés dias consecutivos,
utilizando o mesmo procedimento ja descrito
no item anterior. Em seguida, todos os animais
foram necropsiados!9 para verificar a presenca
de trofozoitos na mucosa intestinal. Adotou-se
como critério de cura a auséncia de trofozoitos
no intestino delgado. Foram colhidos dois
fragmentos da porcdo média do intestino
delgado (longitudinal e transversal) de todos
os camundongos tratados e controles. A seguir
foram feitos cortes histologicos de 6p de
espessura e coloracio com hematoxilina-
eosina (HE).

Andalise estatistica. Para contagem do nimero
de cistos/g de fezes utilizou-se o teste niao
paramétrico de Kruskal-Wallis21; os dados da
necropsia foram analisados pelo teste de
comparacgdes multiplas de Goodman dentro e
entre populacdes binomiais9 10; para a
comparacao dos valores médios obtidos nas
pesagens das fezes utilizou-se o teste “t” de
Student para amostras dependentes.

Tabela 1 - Grupos experimentais utilizados para estudar o efeito de diferentes drogas, administradas por “gavage” em dose iinica, sobre G.

muris em camundongos naturalmente infectados.

Grupo N¢ animais Tratamento Dosagem Esquema tratamento
(dose unica)
Placebo 12 solugao salina 0,15M 0,5ml 0,5ml
Metronidazole 12 metronidazole (Flagyl) 500mg/kg 10mg/cdgo/0,5ml
Furazolidone 12 furazolidone (Giarlan) 500mg/kg 10mg/cdgo/1,0ml
Tinidazole 12 tinidazole (Amplium) 200mg/kg 0,4mg/cdgo/0,5ml
Secnidazole 12 secnidazole (Secnidal) 200mg/kg 0,4mg/cdgo/0,5ml
Infectado 12 controle histologico infectado - -
Normal 12 controle histologico normal (SPF) - -

RESULTADOS

Analisando a eficicia do tratamento através
da contagem de cistos por grama de fezes
(Tabela 2) observou-se que apenas o grupo
que foi tratado com furazolidone diferiu
estatisticamente do grupo controle, no segundo
dia de exames apds o tratamento. Aos 16 dias
antes do inicio do tratamento houve diferenca
significativa entre os animais dos grupos
placebo (P) x secnidazole (S), furazolidone (F)
x metronidazole (M), furazolidone x tinidazole
(T) e furazolidone x secnidazole (p < 0,0D),
quanto ao namero de cistos eliminados.

Em relacdo a acdao das drogas sobre os
trofozoitos (Tabela 3), foi mostrada uma diferenca
significativa na porcentagem de cura entre o
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metronidazole (58,3%) e o furazolidone (50,0%),
em relacdao ao grupo controle; ja com o
tinidazole (16,0%) e o secnidazole (40,0%) nio
foi possivel constatar estas diferencas.

A anilise dos dados referentes a 12 e 22
pesagens de fezes antes do tratamento
mostrou que as médias da primeira diferiram
estatisticamente das médias da segunda, para o
grupo controle e os tratados com furazolidone,
metronidazole e tinidazole. Ja para o secnidazole,
nio houve diferenca significante (Tabela 4). As
demais pesagens nio apresentaram diferenca
em relacdo a segunda.

Quanto a histologia, o exame da por¢ao média
da mucosa intestinal dos camundongos dos
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sete grupos examinados demonstrou haver
diferenca entre o padrio de mucosa apresentado
pelo grupo nido infectado e nao tratado (N)
que era “SPF”, com os demais grupos infectados
tratados ou nao. O grupo controle “SPF”
apresentou um padrio normal de mucosa e os

demais grupos apresentaram a mucosa
alterada com areas de inflamacdo, aumento
das células das criptas nas glindulas de
Lieberkiihn, discreto aumento das vilosidades
intestinais e presenca de trofozoitos no dpice,
base e entre as vilosidades.

Tabela 2 - Médias do niimero de cistos de G. muris por grama de fezes, eliminados antes e apos tratamento e resultados do teste de Kruskal-

Wallis.
Data de Resultado do
avaliacao Grupos teste
(dias) P M F T S estatistico
16 antes 34,17bc* 30,92ab 42,42¢ 23,50ab 13,90a 18,07 (p < 0,01)
6 antes 28,662 25,25a 39,41a 29,75a 23,40a 6,23 (p > 0,05)
1 apos 36,20a 29,66a 25,20a 28,70a 27,35a 2,73 (p > 0,05
2 apos 42,33b 32,91ab 17,83a 28,41ab 25,30ab 13,81 (p < 0,0D
3 apos 31,62a 23,50a 2391a 31,37a 38,60a 6,06 (p > 0,05)

* médias seguidas de uma mesma letra mintscula ndo diferem entre si.

Tabela 3 - Proporcdo entre n° de animais positivos ou negativos para trofozoitos de G. muris pelo n° total de animais, nos cinco grupos
experimentais apos tratamento e o resultado do teste de Goodman e as respectivas taxas de cura.

Necropsia (trofozoitos)

Animais negativos

Grupos presente ausente % cura sobre total
placebo 1,000b* 0,000a 0,0 0/11
B** A
metronidazole 0,417a 0,583b 58,3 7/12
A A
furazolidone 0,500a 0,500b 50,0 6/12
A A
tinidazole 0,833ab 0,167ab 16,0 2/12
B A
secnidazole 0,600ab 0,400ab 40,0 4/10
A A

* proporcoes seguidas de uma mesma letra mindscula nas linhas, niao diferem entre si.
** propor¢oes seguidas de uma mesma letra maitscula nas colunas, nao diferem entre si.

Tabela 4 - Médias obtidas na primeira e segunda pesagem das fezes antes do tratamento e resultado do teste estatistico (“t” de Student).

Médias Teste’t” de Student
Droga 1* pesagem 2% pesagem (“p value”)
placebo 0,562 1,111 t=5,06 (p <0,001)
metronidazole 0,548 0,981 t = 3,90 (p < 0,005)
furazolidone 0,447 0,814 t =341 (p < 0,005)
tinidazole 0,497 1,079 t =823 (p <0,00D
secnidazole 0,509 0,533 t=0,20 (p < 0,05
DISCUSSAO

E de fundamental importincia que os animais

de bioexperimentacio, utilizados como modelos
para estudo de diversas patologias humanas,
estejam livres de infeccdes!l. Dessa forma, a
escolha de drogas eficazes na erradicacao da
G. muris, parasita comum em roedores, & um
fator decisivo para o bom desenvolvimento das
pesquisas. Além disso, este parasito no
camundongo tem sido muito utilizado como
modelo para estudo de giardiase humana. Por

estas razoes, comparou-se a acio de diferentes
drogas no tratamento da giardiase murina. A
possibilidade de reinfeccio foi descartada, devido
ao uso de caixas plasticas de fundo telado, que
impediam o contato dos animais com as fezes.

Neste trabalho, adotou-se a estratégia da
administracio em dose tnica de trés derivados
de 5-nitroimidazole (M, T, S) e um nitrofurano
(F), buscando viabilizar o tratamento de grandes
lotes de animais com um minimo de manuseio
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do plantel, obtendo porcentagens de cura que
variaram de 16% (T) a 58,3% (M) (Tabela 3).

Por se tratar de uma infeccdo natural, onde
o inoéculo é desconhecido e nao padronizado,
pode-se encontrar uma variabilidade muito
grande na eliminacio de cistos do parasita pelos
camundongos, que no presente estudo foi de
zero a 1816 cistos/g fezes. Isto poderia explicar
a diferenca significativa encontrada entre os
grupos antes do inicio do tratamento (Tabela
2), quando os animais também apresentaram
aumento do peso das fezes na 22 pesagem.
Esta diferenca detectada logo no inicio do
experimento provavelmente deve-se ao
aparecimento de episoddios de diarréia
relacionados com o estresse sofrido pelo
animais durante as sucessivas coletas de fezes.

Analisando a eficicia do tratamento através
da contagem do numero de cistos/g fezes
(Tabela 2), verificou-se que apenas o
furazolidone diferiu estatisticamente do grupo
placebo, no segundo dia de exames de fezes
ap6s o tratamento. Com relacdo aos resultados
obtidos na necropsia, o metronidazole apresentou
uma porcentagem de cura de 58,3% e o
furazolidone 50% (Tabela 3), No grupo tratado
com metronidazole, apesar de sete animais se
apresentarem negativos para trofozoitos na
necropsia, todos continuarem eliminando
cistos nas fezes (Tabela 2). Sabe-se que os
cistos de G. muris ndo sdo afetados por esta
droga e a sua eliminacdo pode ocorrer durante
alguns dias ap6s o tratamentol8. Sao os
chamados cistos residuais, que podem explicar
a presenca de cistos nos exames de fezes
mesmo no terceiro dia apds o tratamento. No
grupo tratado com furazolidone apenas um
animal foi negativo para cistos e trofozoitos
concomitantemente. Tinidazole e secnidazole
apresentaram porcentagens de cura menores
que o metronidazole e o furazolidone, de 16 e
40% respectivamente, em relacio a auséncia
de trofozoitos na mucosa intestinal dos animais.
Isto pode ser devido a sensibilidade da G. muris
a estas drogas ou as dosagens aqui testadas!5.
Os animais tratados com estas drogas também
continuaram eliminando cistos ap6s o tratamento,
com uma discreta reducdo (Tabela 2).
Confirmando a eficiacia do metronidazole e do
furazolidone, verificou-se que existe diferenca
entre estes dois grupos e o placebo, comparando-
os em relacdo a presenc¢a ou auséncia de
trofozoitos. Ja com tinidazole e secnidazole, nio
foi possivel constatar esta diferenca (Tabela 3).

226

As alteracoes encontradas nos cortes
histologicos do intestino dos animais parasitados
tratados ou nao ja foram descritas por varios
autoresl 4567 8 14 17 19 22 23 24 26, NAao houve,
entretanto, diferenca entre as alteracoes
encontradas nos grupos infectados tratados e
nao tratados, mostrando que estas podem ser
decorrentes do parasitismo e ndo da acdo das
drogas sobre a mucosa intestinal dos animais.

Os resultados apresentados neste trabalho
mostram que o critério mais seguro para avaliacao
da eficiéncia de uma droga é a auséncia de
trofozoitos na mucosa, jia que as drogas nao
agem sobre cistos de Giardia, pois mesmo em
animais sem trofozoitos no intestino delgado
ocorre eliminacio de cistos residuais da infec¢io.
Portanto, quando se usar o exame de fezes
para deteccao de cistos como controle de cura
¢ necessario fazer, além do seguimento dos
animais por um tempo mais prolongado, a
prevencdo para que ndo ocorra reinfeccio.
Estes dados sugerem a vantagem de se fazer a
necropsia em uma amostra do plantel tratado,
tornando o controle de cura mais rapido e
seguro. Se nos ensaios terapéuticos existem
problemas sérios em relacdo a confiabilidade
na ingestao da droga e quanto as reinfeccoes,
neste experimento esses problemas foram
descartados. Se a eficacia das drogas em
camundongos foi mais baixa que as relatadas
para o homem, ela pode estar relacionada com
a sensibilidade de G. muris as drogas usadas
em giardiase humana, nas dosagens aqui testadas.

A estratégia de tratamento em dose Unica,
proposta neste trabalho, mostrou que a G.
muris foi sensivel ao metronidazole e ao
furazolidone. Sendo assim, novos ensaios
poderiam estabelecer dosagens eficazes na
erradicacao deste parasita, abrindo perspectivas
de se ter plantéis com animais sadios, garantindo
resultados confidveis nas pesquisas.

SUMMARY

A comparative study about the effectiveness of
metronidazole, tinidazole, secnidazole and furazolidone
was performed on Giardia muris from mice
naturally infected. Groups of 12 animals each was
constituted: the control treated with saline; one
treated with wmetronidazole; one treated with

Sfurazolidone; one treated with tinidazole; one

treated with secnidazole; histological normal
control; bistological infected. Samples of three stools
were examined before and after treatment with
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quantification of cysts. Animals were cured when
the trophozoites was not seen in the small bowel. The
curative activity of drugs was 58.3% for
metronidazole, 50% for furazolidone, 40% for
secnidazole and 16% for tinidazole. It was also
showed that there was a different pattern of the
intestinal mucosa from the control and infected
groups, treated or not, suggesting that the alterations
encountered in the mucosa of infected animals were
due to the parasitism either the action of the drugs.

Key-words: Treatment. Giardia muris. Metronidazole.
Tinidazole. Secnidazole. Furazolidone.
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