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Resumo

Obijetivo: Neste estudo foi proposto um tratamento complementar para giardiase murina comparando Cha preto (CPR)
(Camellia sinensis) com Metronidazol (MT), Fembendazol (FB) e Metronidazol em associa¢do com Sulfadimetoxina
(MtS) em camundongos Swiss machos (30) divididos em seis grupos (CPR, MT, FB/MT, MtS, CPR/MtS e Controle
ndo Tratado - C+) com cinco animais cada. Metodologia: O tratamento foi via intragastrica, por 7 dias 1x/dia e o grupo
C+ recebeu apenas agua. Os experimentos foram conduzidos de forma cega, controlada, randomizada e repetido uma
vez com mesmo nimero de animais. Pardmetros clinicos (peso, consumo de &gua, racéo e eliminacdo de excretas)
também foram avaliados. Resultados: Os animais dos grupos CPR/MtS e MtS e do grupo CPR apresentaram resultados
parasitolégicos e molecular negativos para G. muris no 5° e 7° dia apds inicio do tratamento, respectivamente. Os
animais dos grupos FB/MT, MT e C+ continuaram a eliminar cistos apés o término do tratamento. Os animais do grupo
C+ apresentaram perda de peso significativa em relacéo aos animais dos demais grupos e consumiram menor quantidade
de ragdo (p=0,0001) em relagdo aos animais dos grupos CPR/MtS, FB/MT e MT. Conclusdo: O tratamento
complementar com cha preto isolado ou associado ao MtS foi eficaz para eliminar G. muris, sendo uma estratégia
promissora para modelo experimental murino. Os animais ndo tratados que mantiveram alta carga parasitaria
apresentaram alteragGes significativas nos parametros clinicos, mostrando a importancia de eliminar infeccdo pré-
existente e aumentar a confiabilidade dos resultados dos experimentos que utilizam esses animais.

Palavras-chave: Giardiase; Camellia sinensis; Camundongos.

Abstract

Obijective: This study proposed a complementary treatment for murine giardiasis comparing Black tea (CPR) (Camellia
sinensis) with Metronidazole (MT), Fembendazole (FB) and Metronidazole in association with Sulfadimetoxin (Mts)
in male Swiss mice (30) divided into six groups (CPR, MT, FB/MT, Mts, CPR/Mts and Untreated Control - C+) with
five animals each. Methodology: The treatment was intragastric, for 7 days 1x/day and group C+ received only water.
The experiments were conducted blindly, controlled, randomized, and repeated once with same number of animals.
Clinical parameters (weight, water consumption, feed and excreta elimination) were also evaluated. Results: The
animals in the CPR/MtS and MtS groups and in the CPR group presented negative parasitological and molecular results
for G. muris on the 5th and 7th day after starting treatment, respectively. The animals in groups FB/MT, MT and C+

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16996
https://orcid.org/0000-0001-9740-4623
https://orcid.org/0000-0001-9935-0972
https://orcid.org/0000-0002-6899-7519
https://orcid.org/0000-0001-5701-5375

Research, Society and Development, v. 10, n. 7, €60010716996, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16996

continued to eliminate cysts after the end of treatment. The animals of group C+ presented significant weight loss in
relation to the animals of the other groups and consumed less feed (p=0.0001) in relation to the animals of groups
CPR/MtS, FB/MT and MT. Conclusion: The complementary treatment with black tea alone or associated with MtS was
effective to eliminate G. muris, being a promising strategy for murine experimental model. The untreated animals that
maintained high parasite load showed significant changes in clinical parameters, showing the importance of eliminating
pre-existing infection and increasing the reliability of the results of experiments using these animals.

Keywords: Giardiasis; Camellia sinensis; Mice.

Resumen

Objetivo: En este estudio se propuso un tratamiento complementario para giardiasis murina comparando Té negro
(CPR) (Camellia sinensis), Metronidazol (MT), Fembendazol (FB), Metronidazol en asociacion con Sulfadimetoxina
(Mts) y en ratones suizos machos (30) divididos en seis grupos (CPR, MT, MT/FB, Mts, CPR/Mts y Control no Tratado
- C+) con cinco animales cada uno. Metodologia: El tratamiento fue via intragastrica, por 7 dias 1x/dia y el grupo C+
recibi6 solo agua. Los experimentos fueron conducidos de forma ciega, controlada, aleatoria y repetida una vez con el
mismo nimero de animales. También se evaluaron pardmetros clinicos (peso, consumo de agua, alimentacién y
eliminacién de excretas). Resultados: Los animales de los grupos CPR/MtS y MtS y del grupo CPR presentaron
resultados parasitolégicos y moleculares negativos para G. muris al 5° y 7° dia de iniciado el tratamiento,
respectivamente. Los animales de los grupos FB/MT, MT y C+ siguieron eliminando quistes tras el final del tratamiento.
Los animales del grupo C+ presentaron una pérdida de peso significativa en relacién con los animales de los otros
grupos y consumieron menos alimento (p=0,0001) en relacion con los animales de los grupos CPR/MLtS, FB/MT y MT.
Conclusién: El tratamiento complementario con ché preto aislado o asociado a MtS fue eficaz para eliminar G. muris,
siendo una estrategia prometedora para el modelo experimental murino. Los animales no tratados que mantenian una
alta carga parasitaria mostraron cambios significativos en los pardmetros clinicos, lo que demuestra la importancia de
eliminar la infeccion preexistente y aumenta la fiabilidad de los resultados de los experimentos con estos animales.
Palabras clave: Giardiasis; Camellia sinensis; Ratones.

1. Introducéo

Os camundongos da espécie Mus musculus sdo os modelos experimentais mais utilizados em pesquisa cientifica
(Chorilli et al., 2007). No entanto, frequentemente esses animais encontram-se contaminados por inimeros patdgenos como
bactérias, fungos, helmintos, protozoarios e virus que podem alterar sua homeostase fisioldgica (Pereira, 2002; Chorilli et al.,
2007).

Giardia muris é um protozoario flagelado que afeta frequentemente o trato gastrointestinal de roedores provenientes de
biotérios de experimentacdo. Esse parasito pode ocasionar severa resposta inflamatoria na mucosa intestinal, perda de peso,
distensdo abdominal entre outros sinais clinicos (Marques, 2002; Pereira, 2002). Sabe-se que a ingestdo minima de dez cistos
pode levar a infec¢do (Marques, 2002), facilitando a transmisséo por meio do contato direto com as proprias fezes podendo assim
facilitar a propagacéo em ambientes fechados como em biotérios.

InGmeros farmacos estdo disponiveis para o tratamento da giardiase, como fembendazol e metronidazol, no entanto
falhas terapéuticas sdo frequentemente relatadas em bezerros, camundongos e seres humanos ( O’Handley et al., 2000; Keith et
al., 2003; Alizadeh et al., 2006; March et al., 2008; Brandelli et al., 2009; Leitsch, 2015). Frente a resisténcia do parasito as
terapias convencionais, novas abordagens como uso de plantas medicinais (Bahadur et al., 2015; Fallahi et al., 2016) e o
sinergismo entre drogas sao alternativas promissoras no tratamento de giardiase murina (Bezagio et al., 2017).

O ché preto (Camellia sinensis) é um dos ch&s mais consumidos no mundo e uma das suas principais caracteristicas
sdo as elevadas concentracdes de flavonoides ( Li et al., 2013; Hayat et al., 2015). Estudos mostraram que esses compostos tém
efeitos beneficios na prevencdo da diarreia, controle de problemas digestivos (Naveed et al., 2018) e a¢des antibacterianas
(Boyanova et al., 2015), sem efeitos colaterais aparentes.

Sabendo-se que a infeccdo por G. muris altera pardmetros clinicos em roedores de laboratorio (Bezagio et al., 2017)
e causa resposta inflamatdria da mucosa intestinal (Venkatesan et al., 1997; Dreesen et al., 2014) é necessario que animais em

experimentacdo estejam livres desse patdgeno para que os resultados sejam confiaveis.
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Nesse contexto, foi proposto um tratamento complementar para giardiase murina comparando Cha preto (CPR)
(Camellia sinensis) com Metronidazol (MT), Fembendazol (FB) e Metronidazol em associagdo com Sulfadimetoxina (MtS) em
camundongos Swiss naturalmente infectados por G. muris.

2. Metodologia

2.1 Aspectos éticos

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa,
Parand, Brasil (n° 9375170816) e todas as diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio foram
seguidas.

2.2 Animais

Camundongos (30) Swiss machos (Mus musculus) ndo isogénicos, com 21 dias de idade, sem diferenca estatistica no
peso médio dos animais de cada grupo, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM), foram
utilizados neste estudo. Os experimentos foram conduzidos de forma cega, controlada, randomizada e repetido uma vez com o
mesmo ndmero de animais.

Os animais foram alocados em gaiolas microambientadas Alesco® em biotério climatizado (22,7 + 1,2°C) com ciclo de
claro/escuro de 12 horas. Agua filtrada e ragdo (Nuvilab Cr-1, Nuvital®) foram oferecidas ad libitum e todos os materiais
utilizados incluindo o cepilho foram esterilizados em autoclave & 121°C por 20 minutos. Antes do inicio dos experimentos foi
feita a adaptacdo dos animais no Biotério Setorial do Laboratério de Parasitologia Ambiental e de Alimentos da UEM por um

periodo de sete dias.

2.3 Grupos experimentais, tratamentos e esquemas terapéuticos

A Tabela 1 mostra 0s grupos experimentais, os tratamentos e esquemas terapéuticos administrados em camundongos
Swiss machos naturalmente infectados por G. muris. Os compostos foram administrados separadamente e em combinagdo, via
intragéstrica usando uma canula de gavagem. A fim de otimizar o tratamento a solubilizacdo dos compostos foi feita com agua
destilada em um volume de 0,5 mL administrados uma vez ao dia. No caso de CPR um grama de ché foi diluido em 100 mL e
o volume de 0,5 mL corresponde a 5 mg de ché preto. Considerando o peso médio dos animais em 25¢g a dose final é de 200
mg/Kg.

Tabela 1. Grupos experimentais, tratamentos e esquemas terapéuticos administrados em camundongos Swiss machos

naturalmente infectados por Giardia muris.

Grupos N°Qe . Tratamentos Esquemas terapéuticos
animais
Ic+ 5 Sem tratamento agua filtrada - 1xdia/7 dias
2CPR 5 Cha preto (Camellia sinensis) 200 mg/kg-1xdia/7 dias
3MLtS 5 Metronidazol 50 mg/kg - 1xdia/7 dias
Sulfadimetoxina 50 mg/kg - 1xdia/7 dias
4CPR/MtS 5 Chaé preto (Camellia sinensis) 200 mg/ kg-1xdia/7 dias
Metronidazol 50 mg/kg - 1xdia/7 dias
Sulfadimetoxina 50 mg/kg - 1xdia/7 dias
SFB/MT 5 Fembendazol 50 mg/kg - 1xdia/1 dia
Metronidazol 500 mg/kg - 1xdia/7 dias
SMT 5 Metronidazol 500 mg/Kkg - 1xdia/7 dias
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1C+( Grupo controle naturalmente infectado por G. muris e ndo tratado); 2 CPR foi preparado na concentragdo de 1g por 100 mL de agua
segundo as recomendac@es descritas por Tomaszewska et al. (2015); ® MtS (Metronidazol em associagdo com Sulfadimetoxina)(Andrade,
2002) “Foi administrado Cha preto segundo as concentracdes descritas por Tomaszewska et al. (2015) juntamente com Metronidazol segundo
a concentragdo descrita por Bezagio et al. (2017); ® FB/MT e 8 MT foram administrados segundo as recomendag@es descritas por Bezagio et
al. (2017) Fonte: Autores.

Antes de iniciar o tratamento, todos os camundongos foram separados em gaiolas individuais para coleta de fezes e
confirmacéo da infeccdo. O material fecal (0,5 g) foi armazenado em frascos de polipropileno, sem conservante. As amostras
foram processadas pelo método de Faust et al. (1938) e analisadas microscopicamente. A partir do primeiro dia de tratamento
até o décimo dia ap6s o término do tratamento as fezes dos animais foram coletadas diariamente e analisadas pelo método Faust
et al. (1938). A quantificacdo de cistos foi feita pelo método semi-quantitativo estabelecido por Uda-Shimoda et al. (2014).
Amostras com menos de 1 cisto/campo microscdpico com objetiva de 20x foram consideradas baixa concentracéo de cistos, 1-
2 cistos foram considerados média concentracdo e mais de 2 cistos/campo foram consideradas alta concentracdo de cistos. A

coleta das amostras e seu processamento foram repetidos ao longo de dezessete dias a partir do inicio do tratamento.

2.4 Andlise molecular das amostras antes e apds tratamento

Para confirmar a infec¢do por G. muris e a cura ou permanéncia da infecgdo, as fezes de todos os animais foram
processadas pelo método de Ritchie (1948) com substituicdo do formol pela 4gua destilada (Bezagio et al., 2020) durante trés
momentos: antes do inicio do tratamento, apds o Ultimo dia de tratamento (8° dia) e no 10° dia ap6s o término do tratamento . O
DNA de todas as amostras foi extraido com o kit PureLink® PCR Purification (Invitrogen, Carlshad, CA, EUA), de acordo com
as recomendagdes do fabricante e conforme estabelecido por Uda-Shimoda et al. (2014). O fragmento de 470 pares de base (pb)
do gene do RNA ribossdmico 18S foi amplificado na reagdo de PCR padrdo usando os primers G18S2 (5’-TGC ACS RSC TGC
YAB CC-3’) e G18S3(5’-TAG TGY DSY VMV TGY AA-3’) com as seguintes reagdes (94°C por 2 minutos, entdo 35 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, finalizando com 55°C por 7 minutos) (Monis et al., 1999).
Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida a 4,5%, revelados com sais de prata, e armazenados

digitalmente.

2.5 Parametros Clinicos

Apos a infecgdo, os animais foram acompanhados por sete dias para a avaliagdo de pardmetros clinicos quantitativos
(peso, ingestdo de agua e racdo e eliminagdo de excretas). Com auxilio de uma balanca semi-analitica cada animal foi pesado
diariamente. O consumo diario de racdo e quantidade diaria de excreta também eram pesadas diariamente e o valor total era
dividido pelo nimero de animais por cada grupo. Essas varidveis foram expressas em grama (g). Com o auxilio de uma proveta
graduada a quantidade de 4gua era medida diariamente e expressa em mililitro (mL) e o valor total consumido era dividido pelo

nimero de animais em cada grupo (Bezagio et al., 2017).

2.6 Eutanésia e avaliacdo da mucosa intestinal

Ao 25° dia do experimento todos os camundongos de cada grupo foram anestesiados em cdmara saturada de vapor de
halotano (DBC:04596) e ap0s atingirem o plano anestésico foram submetidos a eutanasia por deslocamento cranio-cervical. Foi
realizado necropsia assepticamente por meio da abertura da cavidade peritoneal e retirado o intestino delgado de todos os animais.
Os intestinos foram lavados com solugéo salina 0,85%, seccionados longitudinalmente, mergulhados em 25 mL de solu¢do salina
0,85% e raspado com auxilio de uma lamina de vidro. Uma porcdo deste lavado foi analisada microscopicamente, a fim de

confirmar a presenca e/ou auséncia de trofozoitos aderidos na mucosa intestinal.
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2.7 Critério de Cura
Os animais que mantiveram resultados negativos pelos métodos parasitolégico e molecular, e auséncia de trofozoitos

na mucosa intestinal no 10° dia ap6s o término do tratamento foram considerados curados.

2.8 Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram digitados em planilha do programa Microsoft Excel 2010 e analisados estatisticamente com o
auxilio do Software Statistica Single User versao 13.2. Devido a falta de normalidade nos dados, verificada por meio do
teste Shapiro Wilk, optou-se pela utilizagdo de testes ndo paramétricos para comparar os grupos avaliados por meio do
teste Kruskal-Wallis. O nivel de confianca adotado nos testes foi de 95%, ou seja, foram consideradas significativas as

comparages cujo p < 0,05.

3. Resultados

No inicio dos experimentos todos os animais apresentaram resultado parasitoldgico positivo para G. muris, confirmado
pela analise molecular (Figura 1). A eliminacéo de cistos em todos os animais foi superior a 100 cistos/campo em objetiva
microscépica 20X.

Os animais dos grupos MtS e CPR/MtS no 5° dia de tratamento apresentaram resultado parasitologico negativo para G.
muris confirmado pelo método molecular (Figura 2) e no 7° dia os animais do grupo CPR também apresentaram resultado
negativo por ambos os métodos (Figura 3). Os animais do grupo FB/MT ap6s ultimo dia de tratamento continuaram a eliminar
cistos de G. muris com baixa carga parasitaria (<1 cisto/campo) e os animais de MT e C+ com alta carga parasitaria (>100

cistos/campo) durante todo experimento, resultados confirmados pela detec¢éo do fragmento de 470 pb (Figuras 2 e 3).

Figura 1. Amplificagdo 18S Gene RNA ribossdmico de Giardia muris, extraido de amostras de fezes de camundongos
naturalmente infectados, visualizado em gel de poliacrilamida 4,5% revelado com sais de prata. Linha 1: Peso molecular de 100
pb DNA Ladder; Linha 2: Controle positivo (C+) com DNA extraido de trofozoito de G. muris; Linha 3: Grupo antes do
tratamento com Ché preto (CPR); Linha 4: Grupo antes do tratamento com Metronidazol em associa¢do com Sulfadimetoxina
(MtS); Linha 5: Grupo antes do tratamento com Ché preto e Metronidazol em associa¢do com Sulfadimetoxina (CPR/MtS);
Linha 6: Grupo antes do tratamento com Fembendazol e Metronidazol (FB/MT); Linha 7: Grupo antes do tratamento com
Metronidazol (MT); Linha 8: Controle Negativo da PCR, todos os reagentes, exceto DNA (BR).

1 2 3 4 5 6 7 8

Fonte: Autores.
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Figura 2. Amplificacdo 18S Gene RNA ribossdmico de Giardia muris, extraido de amostras de fezes de camundongos
naturalmente infectados, coletadas no 5° dia de tratamento; visualizado em gel de poliacrilamida 4,5% revelado com sais de
prata. Linha 1: Peso molecular de 100 pb DNA Ladder; Linha 2: Controle positivo (C+) com DNA extraido de trofozoito de G.
muris; Linha 3: Grupo tratado com Cha Preto (CPR); Linha 4: Grupo tratado com Metronidazol em associagdo com
Sulfadimetoxina (MtS); Linha 5: Grupo tratado com Ché preto e Metronidazol em associa¢éo com Sulfadimetoxina (CPR/MtS);
Linha 6: Grupo tratado com Fembendazol e Metronidazol (FB/MT); Linha 7: Grupo tratado com Metronidazol (MT); Linha 8:

Controle Negativo da PCR, todos os reagentes, exceto DNA (BR).

w
(=)
-~
o

1 2 3 4

00 pb

470 pb
400 pb

Fonte: Autores.

Figura 3. Amplificacdo 18S Gene RNA ribossdmico de Giardia muris, extraido de amostras de fezes de camundongos
naturalmente infectados, coletadas no 7° dia de tratamento; visualizado em gel de poliacrilamida 4,5% revelado com sais de
prata. Linha 1: Peso molecular de 100 pb DNA Ladder; Linha 2: Controle positivo (C+) com DNA extraido de trofozoito de G.
muris; Linha 3: Grupo p6s tratamento com cha preto (CPR); Linha 4: Grupo p6s tratamento com Metronidazol em associagao
com Sulfadimetoxina (MtS); Linha 5: Grupo p6s tratamento com Cha preto e Metronidazol em associagdo com Sulfadimetoxina
(CPR/MtS); Linha 6: Grupo pos tratamento com Fembendazol e Metronidazol (FB/MT); Linha 7: Grupo pés tratamento com
Metronidazol (MT); Linha 8: Controle Negativo da PCR, todos os reagentes, exceto DNA (BR).

1 2 3 B 5 6 7 8

Fonte: Autores.

No 25° dia do experimento a andlise da mucosa intestinal mostrou auséncia de trofozoitos nos animais dos grupos CPR,

MtS e CPR/MLS, baixa carga parasitaria nos animais do grupo FB/MT e alta carga parasitaria nos animais dos grupos MT e C+

(Tabela 2).
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Tabela 2. Anélise semi-quantitativa da mucosa intestinal de acordo com os grupos analisados.

Grupos N° de animais *NUmero de trofozoitos/ Campo microscopio
IC+ 5 >100
2CPR S 0
3MItS 5 0
4CPR/MtS 5 0
SFB/IMT S 1
SMT 5 >100

C+: Controle positivo de G. muris; CPR: Cha preto; MtS: Metronidazol em associagdo com

Sulfadimetoxina;

CPR/MtS: Cha preto combinado com Metronidazol em associagdo com

Sulfadimetoxina; FB/MT: Fembendazol combinado com Metronidazol; MT: Metronidazol.
* Método semi-quantitativo de acordo com os padrdes estabelecidos por Uda et al. (2014). Fonte: Autores.

Quanto aos parametros clinicos avaliados os animais dos grupos controle positivo (C+) apresentaram diminuicéo

significativa no consumo de racdo em relagdo aos animais dos grupos CPR/MtS, FB/MT e MT, e redugdo de peso quando

comparado aos animais de todos 0s grupos que receberam tratamento (p<0,0001). O grupo C+ também apresentou menor

consumo de 4gua comparado com os grupos CPR e CPR/Mts. Outras diferencas entre 0s grupos sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacao dos pardmetros clinicos quantitativos avaliados de acordo com o0s grupos analisados.

*Grupos Meédia Desvio Padréo p Comparagdes

Racdo (g)

C+ 5,8 0,1

g:zﬁ/MtS g; 8i C+ difere CPR/MtS, FB/MT, MT;
EB/MT 8,3 0’2 0,0001**  CPR difere de CPR/MtS, FB/MT, MtS e MT;
MIS 79 01 CPR/MtS difere de MtS

MT 8,4 0,3

Peso ()

C+ 13,2 0,9

CPR 17,7 1,4

CPR/MtS 18,0 1,6 . . .

EB/MT 181 19 0,0001 C+ difere dos demais

MtS 17,2 1,9

MT 18,0 2,1

Agua (mL)

C+ 8,2 0,1

gEﬁ/MtS g; 83 C+ difere de CPR e de CPR/MtS;
EB/MT 8,3 0,0 0,0001**  CPR difere de FB/MT;

MIS 85 03 CPR/MtS difere dos demais exceto de CPR.
MT 8,5 0,0

Excreta (g)

C+ 2,9 0,3

CPR 2,7 0,1

CPR/MtS 2,7 0,0 o . .

EB/MT 29 0.2 0,0001 MtS difere dos demais

MtS 2,5 0,0

MT 3,1 0,4

C+: Controle positivo de G. muris; CPR: Ché preto; CPR/MtS: Cha preto combinado com Metronidazol em associa¢do com Sulfadimetoxina;
FB/MT: Fembendazol combinado com Metronidazol; MtS: Metronidazol em associagdo com Sulfadimetoxina; MT: Metronidazol.

*N0mero de animais utilizados por grupo (n=10)
**Teste Kurskal-Wallis significativo considerando nivel de confianca de 95%. Fonte: Autores.

4. Discussoes


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16996

Research, Society and Development, v. 10, n. 7, €60010716996, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16996

O presente estudo evidenciou que 200mg /Kg de cha preto (Camellia sinensis) utilizado isoladamente, eliminou G.
muris de camundongos Swiss no sétimo dia apds inicio do tratamento. Este é o primeiro relato sobre o efeito de cha preto contra
esse parasito. Quando esse ché foi associado com Metronidazol/ Sulfadimetoxina (CPR/ MtS) G. muris foi eliminado no quinto
dia do tratamento, 0 mesmo tempo para 0s animais do grupo MtS.

Um dos chas mais consumidos no mundo (Li et al., 2013; Hayat et al., 2015), o cha preto é rico em flavondides que tém
atividades anti-helminticas e anti-Giardia (Igbal et al., 2000; Barbosa et al., 2007; Abdalla et al., 2011). Esses compostos
apresentam atividade moduladora da resposta imune intestinal, podendo atuar na reducéo das enzimas pré-inflamatérias (Martin
& Bolling, 2015), fortalecendo a microbiota intestinal (Oteiza et al., 2018) e favorecendo a barreira intestinal (Oteiza et al., 2018;
Pei et al., 2020). O MtS ja preconizado no tratamento de caninos e felinos com giardiase causada por Giardia spp entre outros
patégenos segundo as recomendacGes do fabricante, foi também eficaz no tratamento de G. muris.

No grupo CPR (cha preto) a efetividade contra G muris foi evidenciada um pouco mais tarde, no 7° dia do tratamento.
No entanto, o uso desse cha representa um avango para o tratamento da giardiase murina, por conter substancias naturais, ter
demonstrado acdo anti-Giardia e, até 0 momento, ndo apresentar efeito colateral aparente. Esse resultado mostra que essa
estratégia é promissora e abre perspectivas para investigar a acdo desse composto contra a giardiase humana. Por outro lado, o
metronidazol, presente nos grupos MtS e CPR/MLS, é eficaz no controle da maioria dos patégenos anaerdbicos e microaerofilos
e considerado a droga de escolha para erradicar Giardia (Lalle, 2010; Solaymani-Mohammadi et al., 2010), mas pode apresentar
efeitos colaterais indesejaveis, além de aumentar os riscos de carcinogénese e mutagénese (Leitsch, 2019). Em nosso estudo, o
metronidazol isoladamente e na dose utilizada ndo apresentou resultado satisfatdrio, tendo em vista que ndo houve diferenca na
quantidade de parasito eliminado em relagdo ao grupo que ndo recebeu nenhum tratamento (C+), sendo >100 cistos/campo
microscépico. O Metronidazol sé foi eficaz no 5° dia de tratamento quando associado com a Sulfadimetoxina (MtS). Este
composto é um antibiético de amplo espectro e baixo custo (Bai et al., 2019), mas por sua vez também apresenta potencial
carcinogénese, além de gerar impactos ambientais (Bai et al., 2019). Os efeitos adversos desses dois compostos podem
comprometer a fisiologia dos animais e consequentemente os resultados de estudos que fizerem o uso dos mesmos.

A utilizagdo do Fembendazol e Metronidazol (FB/MT) no tratamento de G. muris ndo foi eficaz como preconizado por
Bezagio et al. (2017). Os animais ao final do 7° dia de tratamento, apenas reduziram a carga parasitaria para <1 cisto/campo
microscopico. A falha terapéutica pode estar associada aos habitos coprofagicos, muito comum nos roedores, potencializando a
infec¢do e comprometendo o efeito sinérgico das drogas como evidenciado por Bezagio et al. (2017) e a resisténcia farmacoldgica
de Giardia que ao longo dos anos vem aumentando significativamente, principalmente com relacdo ao Metronidazol (Mufioz
Gutiérrez et al., 2013; Martinez-Espinosa et al., 2015; Rodriguez et al., 2015; Saghaug et al., 2019; Argiiello-Garcia et al., 2020).

Uma das limitagOes desse estudo foi a auséncia de um grupo tratado isoladamente com a Sulfadimetoxina, que poderia
mostrar melhor a associa¢do do ch& preto com todos os compostos aqui testados. Uma das dificuldades de testar esse grupo é
pelo fato desse medicamento ser comercial (Giarcid®) e ter esse composto associado ao Metronidazol. Como no presente estudo,
0 grupo tratado com Metronidazol ndo mostrou resultado satisfatorio permanecendo com a mesma carga parasitaria do grupo
controle ndo tratado, podemos deduzir que nessa associa¢do Sulfadimetoxina e Metronidazol a a¢do contra G. muris deve estar
mais relacionada com a Sulfadimetoxina. Outra limitagdo € a auséncia de um grupo cha preto associado ao Metronidazol, mas
pelo mesmo motivo acima descrito em relagdo ao MT e pela agdo eficaz do cha preto no grupo CPR, mesmo sendo necessario
um periodo um pouco mais longo de tratamento, acreditamos que essa associa¢do poderia ndo fazer uma diferenga a ser pontuada
e ainda propondo um composto como o Metronidazol com sabido efeitos adversos como relatado anteriormente.

A andlise dos pardmetros clinicos, mostra a importancia do presente estudo em buscar tratamento complementar para
eliminar a presenca de patdgenos no trato intestinal de modelos experimentais. Os animais infectados e ndo tratados apresentaram

alteracGes importantes em trés dos quatro pardmetros avaliados. De um modo geral, os animais que permaneceram infectados
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no grupo C+, com alta carga parasitaria, tiveram diminuigdo no consumo de ragdo, dgua e peso em relagdo aos grupos que
receberam tratamento, com diferencas significativas em maior nimero de pardmetros quando CPR e MtS foram utilizados
isoladamente ou associados. A adesdo dos trofozoitos que envolvem a mucosa intestinal, principalmente em alta carga
parasitaria, acabam lesando as microvilosidades, dificultando a absorcdo de glicose e eletrolitos (Cotton et al., 2011) e
ocasionando a perda de peso, o que influencia o crescimento, sobrevivéncia e altera a homeostase fisiolégica do animal ( Pereira,
2002; Chorilli et al., 2007).

5. Considerac0es Finais

O cha preto elimina G. muris de modelo experimental murino. Um maior periodo de tempo foi requerido (7 dias) quando
utilizado isoladamente, mas o tratamento se mostra promissor e seguro por ser a base de produto natural que, até o momento,
ndo apresenta efeito colateral aparente. A associacdo com MtS reduz o tempo para 5 dias, mas aumenta as chances de ocorrer
efeitos adversos por conter os farmacos Metronidazol e Sulfadimetoxina. Houve alteragdes significativas nos parametros clinicos
nos animais ndo tratados em relagdo aos tratados, mostrando a importancia de eliminar o parasito e propor um tratamento

complementar que ndo comprometa a fisiologia de animais utilizados em experimentacao.
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