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Resumo:

O objetivo desse trabalho foi avaliar parametros parasitolégicos e comportamentais
de duas linhagens (Swiss e Balb/c) como método de escolha de modelo
experimental murino para estudo da giardiase humana. Dez camundongos de cada
linhagem e sexo foram divididos em grupos experimentais de cinco animais cada. O
experimento ocorreu em duplicata e em momentos distintos para cada linhagem
animal. A deteccéo de infecgdo pré-existente por Giardia muris foi realizada pelo
método de Ritchie modificado com quantificacdo em camara Neubauer e pela PCR
com visualizagdo em gel de poliacrilamida. O comportamento dos animais foi
analisado com auxilio do software X-plo Rat. Os camundongos Swiss estavam
naturalmente infectados com G. muris com eliminacdo média de 1 x 10° cistos/g de
fezes para os machos e 7,8 x 10° cistos/g de fezes para as fémeas, e foi possivel
visualizar bandas de 470 pb amplificados pela PCR, o que pode interferir na fisiologia e
resposta imune do animal. Os Balb/c apresentaram microscopia negativa e auséncia de
produtos de amplificacéo pela PCR. A analise do comportamento animal mostrou uma
maior frequéncia de deslocamento dos camundongos Balb/c em relagcdo ao Swiss para
ambos sexos com diferengas significativas entre eles (p<0,05) sugerindo maior agitagéo
que pode interferir na sua manipulacdo durante o periodo de experimentacdo. De
acordo com os parametros avaliados o modelo experimental mais adequado para o
estudo da giardiase humana sdo os camundongos Balb/c visto que chegam do
biotério livres de infec¢do pré-existente por G. muris.

Introducao

O agente etiolégico da giardiase, Giardia spp., € 0 protozodrio mais comumente
encontrado no intestino delgado do homem e outros animais domésticos e
selvagens. Pode causar, em animais jovens, diarreia intermitente com
comprometimento da digestdo e absorcdo de alimentos, acarretando desidratacéo,

- Universidade 0O FUNDACAO
9, UEME tadual d Q NP
‘4 e m \CNPq BRAUCRIY  Goyeeno
Clet e Tec arand

DO ESTADO DO PARANA



28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 10e 11 de outubro de 2019

8° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica Junior

perda de peso e morte (SILVA et al., 2008). O potencial zoonotico desse parasito
tem despertado interesse e alavancado o surgimento de novas pesquisas.
Frequentemente, a maioria dos animais advindos de biotérios encontra-se
naturalmente infectados por diversos patégenos como fungos, bactérias, virus,
protozoarios e helmintos. Entre os protozoarios, Giardia muris € o mais frequente,
podendo causar resposta inflamatéria da mucosa intestinal com aumento da
producdo de muco e alteracdes na resposta imunologica do animal. Alteracdes nos
sinais clinicos também podem ocorrer e interferir diretamente nos resultados
(BEZAGIO et al., 2017).

E importante que os animais de bioexperimentaco, utilizados como modelos para
estudo de diversas patologias humanas, estejam livres de infec¢des pré-existentes
(MAJEROWICZ, 2005). Por isso, faz-se necessario saber previamente se ha
auséncia de infeccdo nestes animais ou se na presenca de alguma infeccdo ha
alteracbes de parametros clinicos que podem interferir na confiabilidade dos
resultados obtidos.

Em relacdo a giardiase, ainda ndo se tem clareza quanto ao melhor modelo
experimental murino para o estudo dessa patologia. Muitos roedores ainda sé&o
utilizados na pesquisa desse patdgeno, como camundongos, ratos, hamsters e
gerbils (SILVA et al.,, 2008). Por isso, faz-se necesséario ampliar os estudos a
respeito dos animais de bioexperimentacdo, realizando a avaliacdo de alguns
parametros, como a presenca de parasitoses pré-existentes, deteccdo e
quantificacdo desses parasitos, sexo e comportamento dos animais frente a essa
infeccdo, como método para escolha do modelo experimental no estudo da
giardiase. O objetivo do trabalho foi avaliar parametros parasitologicos e
comportamentais de duas linhagens como método de escolha de modelo
experimental murino para estudo da giardiase humana.

Materiais e métodos

1. Manutencdo dos animais - Foram utilizados 20 camundongos Swiss e 20
camundongos Balb/c, sendo 10 machos e 10 fémeas de cada linhagem, de 21 dias,
sem diferenca significativa no peso médio dos camundongos em cada grupo. Esses
animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa (UEM). Os grupos experimentais foram mantidos no biotério do Setor de
Parasitologia Basica da UEM e alocados em gaiolas micro-ambientadas. Durante os
experimentos os animais foram mantidos em temperatura controlada (22,7 £ 1,2°C),
ciclo claro/escuro de 12 horas, com &gua filtrada/fervida e alimentacéo oferecida ad
libitum. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacédo Animal
da Universidade Estadual de Maringa sob o protocolo n® 9375170816.

2. Grupos experimentais - Os camundongos foram distribuidos em oito grupos de
cinco animais cada, de acordo com linhagem e sexo. O experimento foi realizado em
dois momentos distintos: o primeiro para avaliagdo da linhagem Swiss (macho e
fémea) e 0 segundo para a avaliacdo da linhagem Balb/c (macho e fémea).

3. Analise coproparasitoldgica -  Foi processado um grama de fezes pelo método de
Ritchie (ROCHA e COSTA, 2016) modificado, em que o formol foi substituido pela
adgua destilada. Do sedimento resultante foi realizado quantificacdo dos cistos de
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Giardia muris em camera de Neubauer e extracdo do DNA. A quantificacao foi feita em
triplicata, e os resultados, obtidos pela média simples.

4. Extracdo de DNA e amplificacdo do material extraido - A extracdo do DNA foi
realizada com a utilizacdo do Kit comercial “PureLink PCR Purification®”, conforme as
recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi amplificado a partir dos iniciadores
G18S2 e G18S3 que amplificaram um fragmento de 470 pb de G. muris.

5. Visualizacdo dos produtos amplificados - Os produtos amplificados foram
visualizados pela eletroforese em gel de poliacrilamida a 4,5% revelados com sais de
prata.

6. Avaliacdo comportamental dos animais — O comportamento de cada animal

durante o teste “Open field circular” foi registrado durante o periodo de cinco minutos
diarios por 15 dias e analisado com auxilio do Software X-plo Rat em relacdo a
frequéncia média de deslocamento do animal.

7. Andlise estatistica — Os dados dos experimentos comportamentais, foram
analisados pelo método ANOVA de uma via, seguido dos testes de Dunnett t-test e
Fisher, com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

A média de cistos de G. muris, obtidos através da quantificacdo, para os camundongos
Swiss foi de 1 x 10° cistos/g de fezes para os machos e 7,8 x 10° cistos/g de fezes para
as fémeas, sendo classificadas como amostras com alta carga parasitaria de acordo
com o0s parametros ja descritos na literatura (PINTO et al.,1994). N&o foram
visualizados cistos de G. muris nas amostras de fezes dos camundongos Balb/c
durante a microscopia, tanto para 0s machos como para as fémeas.

A presenca da banda de 470 pb no gel de poliacrilamida para as amostras dos quatro
grupos dos camundongos Swiss confirmou a presenca de G. muris. Nas amostras de
fezes dos camundongos Balb/c, tanto machos como fémeas, ndo foi visualizado
produto amplificado da PCR, conforme a figura 1.

500 Pb -
-470 Pb
400 Pb -

Figura 1 - Presenca do fragmento de 470 pb de G. muris em amostras de fezes de camundongos Swiss
machos e fémeas (SM e SF) e auséncia em camundongos Balb/c machos e fémeas (BM e BF).

Em relagdo aos parametros parasitologico e molecular observa-se que 0s
camundongos Swiss vém do biotério naturalmente infectados com G. muris, o que
pode influenciar diretamente nos resultados da pesquisa, pois uma infeccdo pré-
existente pode interferir na fisiologia, resposta imune e parametros clinicos dos animais
(BEZAGIO et al.,, 2017). Estudos de susceptibilidade dos camundongos Balb/c a
infeccdo por Giardia sp. sdo importantes e interessantes, visto que estes animais
tiveram a mesma procedéncia dos camundongos Swiss.
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A andlise comportamental por meio do Software X-Plo-Rat demonstrou uma frequéncia
média de deslocamento animal de 50 campos em cinco minutos dos camundongos
Balb/c machos, e 53 campos em cinco minutos para as fémeas. Ja para 0s
camundongos Swiss a frequéncia média de deslocamento foi de 32 campos em cinco
minutos para os machos e 34 campos em cinco minutos para as fémeas. Nao houve
diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao comportamento dos animais entre 0s
diferentes sexos dentro da mesma linhagem, porém tanto para machos como para
fémeas quando comparadas as duas linhagens houve diferenga significativa (p<0,05)
entre elas. Foi possivel observar uma maior frequéncia de deslocamento dos
camundongos Balb/c, sugerindo que esses sdo mais agitados quando comparados aos
Swiss, 0 que pode dificultar a manipulagcéo dos animais durante o experimento.

Conclusbes

De acordo com os parametros avaliados o modelo experimental mais adequado para
0 estudo da giardiase humana sdo os camundongos Balb/c visto que chegam do
biotério livres de infec¢do pré-existente por G. muris.

Agradecimentos
Ao PIBIC/CNPq - FA — UEM
Referéncias

BEZAGIO, R.C.; COLLI, C.M.; ROMERA, L.I.L.; FERREIRA E.C.; FALAVIGNA-
GUILHERME, A.L.; GOMES, M.L. Synergistic effects of fenbendazole and
metronidazole against Giardia muris in Swiss mice naturally infected. Parasitology
Research, v. 116, p. 939- 944, 2017.

MAJEROWICZ, J. Procedimentos de biosseguranca para as novas instal acoes
do Laboratorio de Experimentacdo Animal (Laean) de Bio-Manguinhos . 92f.
Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Tecnologia em Imunobiol6gicos em parceria
com Instituto Oswaldo Cruz, Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2005.

PINTO, R. M.; VICENTE, J. J.; NORONHA, D.; GONGALVES, L.; GOMES, D. C.
Helminth parasites of conventionally maintained lab oratory mice . Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.89, n.1, p.33-40, 1994.

ROCHA, M.O.; COSTA, A.O. Exame Parasitologico de Fezes. In: NEVES, D.P;
MELO, A.L; LINARDI, P.M.; VITOR, R.W.A. Parasitologia Humana , 13. ed. Séo
Paulo: Atheneu, 2016. v.56, p. 541- 554.

SILVA, A.S.; SILVA, M.K.; OLIVEIRA, C.B.; ZANETTE, R.A.; MONTEIRO, S.G.
Eficacia de drogas contra Giardia muris em camundongos Mus musculus
naturalmente infectados. Semina: Ciéncias Agrarias, V.29, p.175-178, 2008.

‘. Universidade
SUEM:== RAcnPq o
- b = sy o S DRIt Gy GOVERNO
Cientif jico e Tecr jo Parand

DO ESTADO DO PARANA



