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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacéo em Medicina Veterindria
Universidade Federal de Santa Maria

EFICACIA DE TRESMEDICAMENTOSNO
CONTROLE DA INFECCAO EXPERIMENTAL POR
TRYPANOSOMA EVANSI EM RATOS (RATTUS
NORVEGICUS) LINHAGEM WISTAR

AUTORA: ROVAINA LAUREANO DOYLE
ORIENTADORA: SILVIA GONZALEZ MONTEIRO
Datae Local da Defesa: Santa Maria, 15 de marco de 2006.

Este trabaho objetivou verificar os achados laboratoriais e histolégicos da infeccdo
experimental por Trypanosoma (Trypanozoon) evans (Steel, 1885) Balbiani, 1888, em ratos
(Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, testando a eficicia de trés medicamentos. Foram
utilizados 40 ratos, divididos em quatro gupos de 10 cada, sendo cada grupo composto por 5
machos e cinco fémeas, os quais foram tratados com trés quimiotergpicos distintos apés a
deteccdo de parasitemia superior a oito tripomastigotas por campo visual do esfregaco
sangliineo a0 microscépio de luz (1000 vezes). Testouse oxitetraciclina 10% injetavel,
benzonidazol comprimidos de 100mg e aceturato de diminazeno 7% injetavel comparados
com um grupo controle, experimentalmente infectado, mas néo tratado. As avaliacbes foram
feitas por contagens diérias da presenca de hemoparasitas em esfregaco sangliineo, corado por
Pandtico R4pido®, por 60 dias. Os ratos foram necropsiados e avaliados histologicamente a
procura de alteracGes microscdpicas dos 6rgaos afetados. O tratamento feito com aceturato de
diminazeno foi 0 mais eficaz no controle da parasitemia, havendo diferenca significativa (p <
0.05) entre machos e fémeas desse grupo, as quais apresentaram periodo de sobrevida apos o
tratamento de 14,4 dias superior aos machos. Histologicamente as ateragbes encontradas nos
orgéos afetados foram inespecificas.

Palavras-chaves:. oxitetraciclina, benzonidazol, diminazeno, Trypanosoma evansi.
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ABSTRACT

Dissertation of Mastership
Post-graduation in Veterinary Medicine
Federal University of Santa Maria

EFFECTIVENESS OF THREE MEDICATIONSIN THE

CONTROL OF THE EXPERIMENTAL INFECTION
FOR TRYPANOSOMA EVANSI IN RATS (RATTUS

NORVEGICUS) WISTAR STRAIN

AUTHORESS: ROVAINA LAUREANO DOYLE
ADVISER: SILVIA GONZALEZ MONTEIRO
Date and defense’ s place: SantaMaria, March 15" 2006.

This paper aimed to describe some lab and histological findings from an experimental
infection of Trypanosoma (Trypanozoon) evansi Steel, 1885 (Balbiani, 1888) in rats (Rattus
novergicus) belonging to the Wistar strain, testing the effectiveness of three medications.
These animals were divided in 4 groups of 10 each and treated to three different chemical
treatments after the detection of more than eight tripomastigotes for visual side of the blood
smears at the light microscope with 1000 increase. Was tested injectable oxytetracycline 10%,
benzonidazol per oss and injectable diminazene 7% while one infected and untreated group
remained as control. Evaluation of treatment efficacy was performed through daily blood
smears stained by Panotico Rapido® for 60 days. The rats were necropsied aiming
histological examination. Treatment with diminazene was the most efficient since no parasites
having significant difference (p < 0.05) between males and females of that group, which
presented survive after the treatment of 14,4 days more than the males. Histological
alterations findings were not specific.

Key words: oxytetracycline, benzonidazol, diminazene, Trypanosoma evansi.
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INTRODUCAO

Trypanosoma evansi (T. evansi) é o agente etioldgico da doenca conhecida como
mal das cadeiras em eqliinos, causadora de grandes perdas econdmicas ao setor pecuério que
depende dessa espécie para 0 mangjo do gado. No Brasil, este protozoério € muito freqlente
na regid do Pantana mato-grossense, sendo comumente encontrado em reservatorios
domeésticos e silvestres como capivaras, quatis, caes e pequenos roedores. Os tabanideos sdo
0s principais vetores de T. evansi, entretanto varios insetos hemat6fagos, alguns morcegos e
sanguessugas participam do ciclo da doenca. Os cavalos acometidos pela tripanossomiase
apresentam anemia, edema de membros e partes baixas, febre, letargia, manqueira, perda de
apetite, emagrecimento, lacrimejamento, sangramentos nasais e oculares, podendo causar
abortos e morte. Varios medicamentos podem ser usados no tratamento e profilaxia da
doenca, sendo comum o uso de associagdes de antibiticos e antiprotozoarios.

Este trabalho objetivou verificar as ateracbes laboratoriais e histolégicas da
infeccdo experimental por T. evansi em ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar e testar
a eficacia de trés medicamentos. Foram testados um medicamento indicado para o controle da
doenca de Chagas humana (benzonidazol), outro para o controle da anaplasmose bovina
(oxitetraciclind) e outro indicado no combate as tripanossomiases dos animais domésticos
(aceturato de diminazeno). Demonstrando, através destes, as possivels lesbes teciduais
desenvolvidas e as variagBes do ciclo biolégico deste parasita, assm como a resposta dos

animais infectados frente aos medicamentos utilizados.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Trypanosoma evans (T. evansi) € um protozoario da secdo Salivaria e foi o primeiro
tripanossoma patogénico descoberto em 1880, por Griffith Evans que encontrou organiSmos
moveis no sangue de cavalos e camelos doentes. E o agente etioldgico da doenca
secularmente conhecida como “mal das cadeiras’ ou “surrd’ em equinos. Este protozoario
teve sua origem no continente africano e foi introduzido nas Américas pelos primeiros
colonizadores europeus. Desde entdo tem causado numerosos surtos com muitas mortes de
equinos, resultando em elevados prejuizos aos sistemas pecuarios extensivos que dependem
do cavalo para o manegjo (SILVA et a., 2002).

A classificagéo taxondmica proposta por FONSECA (2005) € a seguinte:

Império: Eucariota

Reino: Protozoa

Filo: Euglenozoa

Classe: Kinetoplastidea

Ordem: Trypanosomatida

Familia Trypanosomatidae

Género: Trypanosoma

Secdo: Salivaria (transmissdo inocul ativa)
Subgénero: Trypanozoon

Espécies: Trypanosoma evans

T. evans é geramente monomorfico, tem um pequeno cinetoplasto subterminal,
embora existam formas acinetoplasticas em que o DNA cinetoplastico circular € ausente, as
guais sdo encontradas em cepas silvestres como resultado de mutag&o ou apds tratamento com
tripanocidas como aceturato de diminazeno. Formas acinetoplasticas também sdo reportadas
apos longo tempo em cultura in vitro e criopreservacéo (ZWIYGARTH et a., 1990), sendo
gue as cepas brasileiras sdo comprovadamente acinetoplasticas (VENTURA, 2000).

Os tripomastigotas encontrados na corrente sangiliinea sdo basicamente de forma
lancetada e o corpo é alongado e achatado. Ao corte transversal apresenta-se eliptico ou oval e
suas extremidades sdo dfiladas. A extremidade pela qual avanca durante a locomocdo €
costumeiramente descrita como anterior final. Ela tipicamente termina em um fino ponto,

enquanto que o final da extremidade posterior varia na forma, mas geralmente é mais larga,
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afilando mais abruptamente ou terminando de forma romba ou ainda apresentando a ponta
arredondada (SILVA et a., 2002) conforme figura 1.

Membrana ondulante Posterior fina
bem desenvolvida dfilado

FIGURA 1 - Representacdo gréfica das
caracteristicas morfolégicas de T. evansi. (Fonte:
SILVA et d., 2002).

Muitos sinbnimos ainda sdo encontrados para denominar o0 Trypanosoma evansi como:
Soirochaete evans, Trypanosoma equinum, Trypanosoma soudanense, Trypanosoma
hippicum, Trypanosoma venesuelense, Trypanosoma soudanense Var. Berberum,
Trypanosoma cameli, Trypanosoma marocanum, Trypanosoma ninae Kohl yakmov,
Trypanosoma su-auru, entre outros (HOARE, 1972 apud SILVA et a., 2002).

O T. evans tem uma distribuicéo geografica extremamente ampla, podendo ocorrer na
Africa, india, Malésia, Indonésia, China, Rissia, Filipinas, América Central e América do
Sul, sendo comumente observado como parasitas do sangue de cavalos, camelos, burros,
bovinos, zebuinos, caprinos, suinos, caes bufalos, elefantes, capivaras, quatis, antas, veados e
peguenos roedores silvestres (SILVA et a., 2002). Até pouco tempo atras, os humanos eram
considerados refratérios a infeccdo por T. evans (KUBIAK & MOLFI, 1954), entretanto,
JOSHI et a. (2005) relataram o primeiro caso de infeccdo humana por T. evansi em um
fazendeiro na india, sendo considerado curado seis meses apds o tratamento com suramin
(JOSHI et al., 2006).

Acreditaese que os surtos de mal das cadeiras no Pantanal sdo regidos pela

concentragdo de animais em &areas de terra seca, presenca de reservatérios silvestres
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(principalmente capivaras e quatis), abundancia da populacdo de vetores e préticas de mangjo
local como tréfego intenso de rebanhos (DAVILA et al., 1997).

Os tripanossomas sao parasitos digenéticos, seu ciclo vital envolve dois hospedeiros.
As formas sangliineas dos tripanossomas, presentes nos vasos sanguineos de vertebrados, sdo
adquiridas pelo inseto durante repasto sanglineo (SILVA et a., 2002). Como a transmissao é
mecanica, ndo ha o desenvolvimento do hematozoério em nenhum érgéo do vetor e quanto
menor a diferenca de tempo entre 0s repastos sangiineos maiores sdo as possibilidades de
passagem do parasita para um novo hospedeiro (HOARE, 1972 apud RUE, 1996). Estes
tripanossomas se reproduzem por fissdo binaria longitudina quando estédo no sangue de seu
hospedeiro mamifero (BRUN et al., 1998).

Varios géneros de dipteros hematéfagos tém sido considerados vetores transmissores
de T. evans (FOIL, 1989), a transmissao é principa mente atribuida aos tabanideos (Tabanus
sp., Crysops sp. e Hematopota sp.) considerados transmissores mecanicos (JONES et a,
1997).

A transmissd0 por outros insetos como Stomoxys, Musca e Haematobia também pode
ocorrer quando a densidade do gado ou 0 nimero de moscas for muito alto (JONES et a.,
1997), isto porque tripanossomas com movimentos ativos dentro do tubo digestivo desses
insetos podem ser observados em apenas sete a oito horas apOs o repasto sanglineo
(KUBIAK & MOLFI, 1954).

O mal das cadeiras também pode ser transmitido por morcegos hematéfagos, que
sofrem a ac&o patogénica do parasita levando-os a morte. Os sobreviventes podem continuar a
transmitir os tripanossomas por longos periodos de tempo (HOARE, 1972 apud RUE, 1996).
Ha também a capacidade de transmissdo mecénica de T. evans por sanguessugas
(CARREIRA, 2005).

As tripanossomiases compreendem um grupo de doencas do homem e de animais
causadas por duas grandes se¢des de tripanosomatideos, Salivaria e Stercoraria, divididas de
acordo com o tipo de transmissdo, sendo a primeira pela saliva e a segunda por contaminagao
fecal. Basicamente, para os mamiferos, dividemse as secBes em sete subgéneros, os quais
incluem numerosas espécies de Trypanosoma. Didaticamente, as doencas causadas pelos
tripanossoma no homem e animais domésticos sdo agrupadas em: tripanossomiase africana,
causada pelo Trypanosoma brucei e transmitida pela mosca Tsé-tsé (género Glossina); doenca
de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruz, zoonose restrita ao continente americano,
transmitida pelas fezes de hemipteras hemat6fagos; "durinad’, causada pelo Trypanosoma

equiperdum e o mal das cadeiras, causado pelo Trypanosoma evansi, transmitida



16

principalmente por insetos hemat6fagos (LOSOS, 1980). E uma doenca muito comum na
regido do Pantanal mato-grossense e outras &reas inundaveis do Brasil. A estacdo das cheias
no Pantanal (setembro a janeiro) representa o periodo de maior risco na transmissdo de
tripanossomas pelos mencionados insetos, devido a sua abundéncia e pico populaciona ea
presenca de espécies de notével capacidade vetorial como o Tabanus importunus (SILVA et
al., 2002), uma vez que, apos o terceiro dia do repasto sangliineo, este ainda apresenta
tripanossomas vivos no contetdo intestinal (KUBIAK & MOLFI, 1954).

De acordo com LOSOS (1986) as respostas imunoldgicas das tripanossomiases
dependem da complexa composicdo antigénica dos parasitas. Os antigenos comuns se
originam de varios componentes do nlcleo e do citoplasma e ndo sdo protetores, mas
responsaveis pelas reagdes soroldgicas cruzadas entre as espécies. Os antigenos variantes,
devido a sua heterogeneidade nas populacBes infectadas de tripanossomas, favorecem a
sobrevivéncia e multiplicagcdo do parasita apesar de estimularem anticorpos protetores.

Os tripanossomas salivarios induzem resposta imunoldgica celular e humoral. A
primeira fagocitando os parasitas intracelulares e a segunda sendo responséavel pela lise dos
tripanossomas. O aspecto imunolégico toma cardter fundamental devido a protecdo que é
encontrada em animais previamente infectados com T. evansi. A protecdo € dita total quando
0 animal é reinfectado por cepas homdlogas do protozoario e a protegdo € somente parcial
guando as cepas sdo heterdlogas. Este aspecto torna-se fundamental devido aos sucessivos
dedocamentos de animais que acabam sempre entrando em contato com outras cepas de
tripanossomas e gozam, naquele momento, de protecdo apenas parcia (UCHE & JONES,
1994).

O envolvimento imunoldgico pode ser também responsavel por destruicdo dos tecidos
uma vez que, em animais infectados por T. brucel, foi observado acimulo de 1gG e IgM em
lesbes musculares e cardiacas, além de grande deposicdo de antigenos de tripanossoma nestes
tecidos (GALVAO-CASTRO et al., 1978).

A tripanossomiase causa sinais clinicos em cavalos como anemia, edema de membros
e partes baixas, febre, letargia, perda de apetite, emagrecimento, lacrimgamento, aborto e
perda de condicdo corporal (SILVA et al., 1995), edemas palpebrais, no ventre, regido
prepucia e xifoide, formagdes de placas cuténeas onde os pélos ficam ericados (KUBIAK E
MOLFI, 1954), sangramentos nasais e oculares e uma manqueira tipica que denomina a
doenca (CARREIRA, 2005) causada pelas alteragdes no liquor. Em equinos, essas alteracoes
incluem aumento do teor de albumina, diminuicdo da taxa de cloretos e da glicose (sendo

inconstante ultima) e aumento considerdvel do nimero de leucocitos. Em determinados
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casos, 0 numero de glébulos brancos excede de mil por mililitro, com predominancia de
linfécitos. O nimero de leucdcitos estéd relacionado com a gravidade das lesbes nervosas.
Também é observado o aumento da permeabilidade da barreira meningea, entretanto apenas
em 5% dos casos 0 T. evansi consegue ultrapassar esta barreira e atingir o liquor (KUBIAK &
MOLFI, 1954).

O mal das cadeiras pode evoluir de maneira aguda ou cronica, dependendo da
velocidade de evolucdo dos sinais clinicos, na forma cronica, a morte do animal ocorre em um
periodo que oscila entre dois ou mais meses, apresentando-se extremamente magro,
enfraquecido e anémico (KUBIAK E MOLFI, 1954), sendo rapidamente fatal em caes
(MAHMOUD & GRAY, 1980).

A anemia € uma caracteristica comum das infeccdes por tripanossomas € de natureza
hemolitica em resultado a eritrofagocitose no baco, figado, pulmdes, linfonodos, medula dssea
e circulacdo (JAIN, 1993) devido a acéo traumética direta dos protozoérios sobre as heméacias
gue aumentam a fragilidade celular (HOLWIL, 1965), aém do aspecto imunolégico
envolvido, uma vez que os antigenos de tripanossomas se aderem a membrana das hemécias,
tornando-as susceptiveis a fagocitose pelos macréfagos (HERBERT & INGLIS, 1973), que
sdo ativados pelos anticorpos parasito-especificos. Isto seria explicado pelo fato de que
macréfagos normais, ndo sensibilizados, tém dificuldade para capturar os tripanossomas
(SILVA et dl., 2002).

Durante a necropsia de equinos vitimados por tripanossomiase, sdo observadas
acentuada esplenomegalia, adenite congestiva e hemorragica, ictericia pouco acentuada,
hipertrofia dos linfonodos, nefrite, hemorragia intersticial, nas cavidades serosas e
articulagbes, ha exudato sero-firinoso. (KUBIAK & MOLFI, 1954). A esplenomegalia é
frequentemente encontrada em infeccbes por hematozoérios e, provavelmente, se deve a
remocdo de hemacias da corrente sanglinea. Ocorre ainda, aumento da fagocitose pelas
células do sistema reticulo-endotelial, 0 que ndo aumenta sO a retirada de células alteradas,
como também de células normais (MURRAY et al., 1974).

As dteracOes histoldgicas freqlentemente encontradas em infeccdo por T. evansi em
ratos incluem alteracOes inflamatdrias, degenerativas e necroticas no figado, que apresenta
formac&o pseudolobular, necrose e hemorragia, sendo a degeneragdo gordurosa das células
hepaticas a predominante. O bago pode apresentar agregacdo de células gigantes, lesdo
granulomatosa e acumulo de histiocitos. Desenvolvimento gradual de inflamacéo
intrabronqueal, agregacdo das céulas inflamatdrias ao redor dos avéolos, congestdo dos

bronquiolos, edema septal, atrofia das paredes septais, migracdo de macrofagos e enfisema
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sd0 as dteracbes notadas nos pulmdes. Os rins afetados mostram infiltrado de linfécitos,
hemorragia no espago interlobular e glomerulonefrite. No corag@o ocorre degeneracéo do
miocérdio. Os possiveis mecanismos dessas alteragdes histologicas nos érgdos viscerais na
sdo totalmente compreendidas (BISWAS et al., 2001).

Em cées sdo observados, ao exame histolégico, hiperplasia linféide no baco e
linfonodos e infiltrado mononuclear periporta e esteatose de padréo centrolobular no figado.
Também pode ocorrer infiltrado mononuclear intenso no miocéardio e acimulo de células
mononucleares junto as meninges (AQUINO et a., 2002).

O diagnostico presuntivo desta doenca em equinos pode ser feito a partir dos sinais
clinicos, que sdo bastante caracteristicos nesta espécie, entretanto o diagnostico definitivo
somente podera ser estabelecido através de exames laboratoriais, como a identificacdo dos
tripomastigotas em esfregago de sangue corado, podendo-se também visualizar as formas
moveis em uma gota de sangue fresco entre |[&mina e laminula a0 microscopio de luz,
inoculacdo em animais sensiveis, esplenocontragdo adrenalitica, puncdo ganglionar e exame
de liquor (KUBIAK & MOLFI, 1954). Segundo TOURANTIER (1993) a técnica do
microhematécrito € a mais adequada para diagnostico em termos de praticidade, custo e
sensibilidade. Atualmente, estéo sendo testadas técnicas moleculares baseadas na deteccéo de
DNA como diagnostico de tripanossomiase. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
bastante usada, entretanto deve ser usado um ensaio baseado na amplificagdo do fragmento
Te664 especifico para T. evansi e presente em cepas acinetoplasticas, assim viabilizando o
emprego dessa técnica em isolados brasileiros, comprovadamente acinetoplasticos
(VENTURA, 2000). SILVA et al. (2003) consideram €efetivos para o diagnéstico das
tripanossomiases 0 método do aspirado do linfonodo (MAL), o método da gota espessa
(MGE), o método do esfregaco sangliineo (MES), o método do microhematécrito ou método
de Woo (MME) e o méodo da inoculacdo em camundongo (MIC).

O aceturato de diminazeno é o produto mais comumente usado nas tripanossomiases
dos animais domésticos, pois apresenta maior indice terapéutico que as outras drogas na
maioria das espécies domésticas, tem atividade contra tripanossomas que sdo resistentes a
outros medicamentos e apresenta baixa incidéncia de resisténcia (PEREGRINE &
MAMMAM, 1993).
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FIGURA 2 - Representacdo grafica da formula
do aceturato de diminazeno (Fonte: BRANDER
et al., 1991).

Aceturato de diminazeno, também conhecido por berenil ou diaceturato de 4,4-
diazoaminodibenzamidina, € uma diamidina que tem atividade tripanocida, babesicida e
também bactericida (principalmente Brucella sp. e Sreptococcus sp.). Em infecgdes por
babesias, uma dose Unica de 3,5 mg/kg pode ser usada em eqiiinos, bovinos, ovinos e caninos,
sendo que os sinais clinicos desaparecem em 24 horas. Em infecgdes por T. vivax e T. brucei,
pode ser usada uma dose de 3,5 mg/kg de peso vivo, entretanto, em infecgdes por T. brucel
resistentes, pode-se duplicar adose (BRANDER et al., 1991).

O aceturato de diminazeno tem mostrado acdo profilaica limitada devido a sua
atividade sérica de 21 dias em média (MILLER et al., 2005). Pode ocorrer reagdo no local da
injecdo, 0 que pode ser grave em equinos, fora isto, graves efeitos colaterais ndo sdo
observados respeitando-se a dosagem indicada (BRANDER et al., 1991).

A oxitetraciclina € um antibiotico de largo espectro derivado do Streptomyces rimosus
eficaz sobre uma variedade de germes grampositivos e gram-negativos, mycoplasmas,
clamidias e ricketsias como Ehrlichia e Anaplasma. Atua nterferindo na sintese protéica
(BRANDER et al., 1991) sendo freqlentemente usada em formulagdes comerciais associada
a0 aceturato do diminazeno no tratamento de tripanossomiases, por exemplo: Ganatet®,
medicamento a base de aceturato de diminazeno (35mg/ml) e oxitetraciclina (70mg/ml)
(Novartis - Brasil), Plasmol Dorado®, medicamento a base de aceturato de diminazeno
(35mg/ml), oxitetraciclina (70mg/ml) e dipirona (370mg/ml) (Laboratérios Biomont SA. -
Peru) e Ganazoo®, medicamento a base de aceturato de diminazeno (60mg/ml),
oxitetraciclina (120mg/ml) e dipirona sodica (500mg/ml) (Bio-Zoo - México).
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FIGURA 3 - Representacdo gréfica da
formula da  oxitetraciclina  (Fonte:
BRANDER et a., 1991).

A oxitetraciclina atinge niveis sanglineos efetivos em duas a quatro horas apds sua
administracdo, atingindo niveis terapéuticos em muitos tecidos e fluidos em curto espaco de
tempo. E excretada pelos sistemas urinério, intestinal e biliar, ndo sendo comum a ocorréncia
de toxicidade aguda. A dose recomendada para equinos € de 5 a 10 mg/kg de peso vivo
(BRANDER et al., 1991).

A oxitetraciclina atravessa a barreira hemato-encefélica, embora os nivei's terapéuticos
apenas aparecam no ligquido cérebro-espinhal quando as meninges estdo inflamadas ou
danificadas (BRANDER et al., 1991), o que ocorre durante a infecgdo por T. evansi, uma vez
gue este aumenta a permeabilidade da barreira meningea (KUBIAK & MOLFI, 1954).

Benzonidazol é o nome genérico da N-benzil-2-nitro- 1-imidazol acetamina, molécula
desprovida de cargas e grupos funcionais &cidos ou béasicos, na faixa de pH de interesse
fisiologico (pH 1 a 8). Muito pouco soltvel em &gua (40 mg para 100ml a 37 °C), indicado
para o controle da doenca de Chagas humana (DIAS & COURA, 1997).

NOz H
oy )
O

FIGURA 4 - Representacdo
gréfica  da férmula do
benzonidazol (Fonte: DIAS &

COURA, 1997).

E ativo contra formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. A atividade
antichagésica é incontroversa. E hoje o tnico medicamento ativo contra Trypanosoma cruz

disponivel para uso clinico no Brasil, sendo eficaz nas formas aguda e crénica (DIAS &
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COURA, 1997), tendo efeito protetor durante a fase crénica da doenca de Chagas (ESTANI
& SEGURA, 1999). Pode causar reagdes adversas como: sintomas de hipersensibilidade
(dermatite, caracterizada por erosdo cuténea, edemas generalizados, febre, enfartamento
ganglionar, dores articulares e musculares), deplecdo da medula Ossea (neutropenia,
agranulocitose e purpura trombocitopénica) e polineuropatia periférica. A dose indicada € de
5 a 10 mg/kg de peso vivo (DIAS & COURA, 1997).

O uso extensivo de drogas disponivels para o controle da tripanossomiase bovina,

resultou no surgimento de resisténcia as drogas em muitas partes da Africa. (PEREGRINI &
MAMMAM, 1993).
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CAPITULO 2

Eficécia de tr és medicamentos no controle da infeccdo experimental por Trypanosoma

evans em ratos (Rattus norvegicus) linhagem Wistar

Effectiveness of three medicationsin the control of the experimental infection for

Trypanosoma evansi in rats (Rattus norvegicus) Wistar strain

Doyle, Rovaina Laureano?®; Monteiro, Silvia GonzaleZ’; Silva, Aleksandro Schafer da?,

Graga, Dominguita L iihers*; Santario, Janio Moraes’

RESUMO
Este trabalho objetivou verificar os achados laboratoriais e histologicos da infeccéo
experimental por Trypanosoma (Trypanozoon) evans (Steel, 1885) Balbiani, 1888, em ratos
(Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, testando a eficacia de trés medicamentos. Foram
utilizados 40 ratos, divididos em quatro grupos de 10 cada, sendo cada grupo composto por 5
machos e cinco fémeas, os quais foram tratados com trés quimiotergpicos distintos apés a
deteccdo de parasitemia superior a oito tripomastigotas por campo visual do esfregaco
sanglineo a0 microscopio de luz (1000 vezes). Testouse oxitetraciclina 10% injetavel,
benzonidazol comprimidos de 100mg e aceturato de diminazeno 7% injetavel comparados
com um grupo controle, experimentalmente infectado, mas ndo tratado. As avaliacOes foram
feitas por contagens diarias da presenca de hemoparasitas em esfregaco sanguiineo, corado por
Pandtico R4pido®, por 60 dias. Os ratos foram necropsiados e avaliados histologicamente a

procura de alteracGes microscopicas dos 6rgéos afetados. O tratamento feito com aceturato de
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diminazeno foi 0 mais eficaz no controle da parasitemia, havendo diferenca significativa (p <
0.05) entre machos e fémeas desse grupo, as quais apresentaram periodo de sobrevida apos o
tratamento de 14,4 dias superior aos machos. Histologicamente as alterages encontradas nos
orgéos afetados foram inespecificas.

Palavras-chaves. oxitetraciclina, benzonidazol, diminazeno, Trypanosoma evansi.

ABSTRACT

This paper aimed to describe some lab and histological findings from an experimental
infection of Trypanosoma (Trypanozoon) evansi Steel, 1885 (Balbiani, 1888) in rats (Rattus
novergicus) belonging to the Wistar strain, testing the effectiveness of three medications.
These animals were divided in 4 groups of 10 each and treated to three different chemical
treatments after the detection of more than eight tripomastigotes for visual side of the blood
smears at the light microscope with 1000 increase. Was tested injectable oxytetracycline 10%,
benzonidazol per oss and injectable diminazene 7% while one infected and untreated group
remained as control. Evaluation of treatment efficacy was performed through daily blood
smears stained by Panotico Rapido® for 60 days. The rats were necropsied aiming
histological examination. Treatment with diminazene was the most efficient since no parasites
having significant difference (p < 0.05) between males and females of that group, which
presented survive after the treatment of 14,4 days more than the males. Histological
aterations findings were not specific.

Key words: oxytetracycline, benzonidazol, diminazene, Trypanosoma evansi.

INTRODUCAO

Trypanosoma evansi € um protozoario da secdo Salivaria, agente etiol6gico da doenca
conhecida como “ma das cadeiras’ ou “surra’ em eqiiinos (SILVA et a., 2002). E
geralmente monomorfico, tem um pequeno cinetoplasto subterminal, embora existam formas
acinetoplasticas, como as cepas brasileiras, comprovadamente acinetoplésticas (VENTURA,

2000).
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Tem ampla distribuiciio geogréfica, podendo ocorrer na Africa, india, Malésia,
Indonésia, China, Russia, Filipinas, América Central e América do Sul, sendo comumente
observado parasitando o sangue de cavalos, camelos, burros, bovinos, zebuinos, caprinos,
suinos, caes, bufalos, elefantes, capivaras, quatis, antas, veados e pegquenos roedores silvestres
(SILVA et al., 2002). Até pouco tempo atras, os humanos eram considerados refratarios a
infeccdo por T. evansi (KUBIAK & MOLFI, 1954), entretanto, JOSHI et a. (2005) relataram
0 primeiro caso de infeccdo humana por T. evansi em um fazendeiro na india, sendo
considerado curado sei's meses apos o tratamento com suramin (JOSHI et al., 2006).

Os tripanossomas sd0 parasitos digenéticos que se reproduzem por fissdo binaria
longitudina quando est&o no sangue de seu hospedeiro mamifero (BRUN et al., 1998). Os
tripomastigotas presentes nos vasos sanguineos de vertebrados sdo adquiridas pelo inseto
durante repasto sanglineo, a transmissao € principamente atribuida aos tabanideos (Tabanus
sp., Crysops sp. e Hematopota sp.), sendo Tabanus importunus o principal vetor (SILVA et
a., 2002), uma vez que, apbs o terceiro dia do repasto sanguineo, este ainda apresenta
tripanossomas vivos no conteldo intestinal (KUBIAK & MOLFI, 1954). Outros insetos
hemat6fagos como Stomoxys, Musca e Haematobia também podem transmitir T. evansi
guando a densidade do gado ou o numero de moscas for muito ato (JONES et a., 1997).
Havendo também a possibilidade de transmissdo por morcegos hematéfagos, (HOARE, 1972
apud RUE, 1996) e sanguessugas (CARREIRA, 2005).

A tripanossomiase causa sinais clinicos em cavalos como anemia, edema de membros
e partes baixas, febre, letargia, perda de apetite, emagrecimento, lacrimgamento, aborto e
perda de condicéo corpora (SILVA et a., 1995), formacdes de placas cuténeas onde os pélos
ficam ericados (KUBIAK E MOLFI, 1954), sangramentos nasais e oculares e uma manqueira
tipica que denomina a doenca (CARREIRA, 2005), causada pelas ateragdes no liquor e
aumento da permeabilidade da barreira meningea (KUBIAK E MOLFI, 1954), sendo
rapidamente fatal em cées (MAHMOUD & GRAY, 1980).

A anemia € uma caracteristica comum das infec¢des por tripanossomas € de natureza

hemolitica em resultado a eritrofagocitose no bago, figado, pulmdes, linfonodos, medula 6ssea
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e circulacdo (JAIN, 1993) devido a acdo traumética direta dos protozoarios sobre as hemacias
que aumentam a fragilidade celular (HOLWIL, 1965), dém do aspecto imunolégico
envolvido, uma vez que os antigenos de tripanossomas se aderem a membrana das heméacias,
tornando-as susceptiveis a fagocitose (HERBERT & INGLIS, 1973).

A esplenomegalia é freglientemente encontrada em infecgdes por hematozoarios e,
provavelmente, se deve a remocgdo de hemacias da corrente sangiiinea. Ocorre ainda, aumento
da fagocitose pelas células do sistema reticulo-endotelial, o que ndo aumenta s a retirada de
células alteradas, como também de células normais (MURRAY et a., 1974).

O diagndstico presuntivo desta doenca em equiinos pode ser feito a partir dos sinais
clinicos, que sdo bastante caracteristicos nessa espécie, entretanto o diagnostico definitivo
somente podera ser estabelecido através de exames laboratoriais (KUBIAK & MOLFI, 1954).
SILVA et a. (2003) consideram efetivos para o diagnéstico das tripanossomiases o método
do aspirado do linfonodo (MAL), o método da gota espessa (MGE), o método do esfregaco
sangliineo (MES), o méodo do microhematécrito ou método de Woo (MME) e o método da
inoculacdo em camundongo (MIC). Atualmente, estdo sendo testadas técnicas moleculares
baseadas na deteccdo de DNA como diagndstico de tripanossomiase. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) € bastante usada, entretanto deve ser especifica para T. evansi e cepas
acinetoplasticas, assim viabilizando o emprego dessa técnica em isolados brasileiros,
comprovadamente acinetoplasticos (VENTURA et al., 2000).

O aceturato de diminazeno, também conhecido por berenil ou diaceturato de 4,4-
diazoaminodibenzamidina € o0 produto mais comumente usado no controle das
tripanossomiases dos animais domésticos por apresentar alto indice terapéutico na maioria das
espécies domeésticas, além de ser ativo contra tripanossomas que S0 resistentes a outros
medicamentos, apresentando uma baixa incidéncia de resisténcia (PEREGRINE &
MAMMAM, 1993), é uma diamidina que tem atividade tripanocida, babesicida e também
bactericida (principalmente Brucella sp. e Streptococcus sp.). Uma dose Unica de 3,5 mg/kg

pode ser usada em equinos, bovinos, ovinos e caninos, sendo que os sinais clinicos
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desaparecem em 24 horas (BRANDER et a., 1991), entretanto tem mostrado acdo profiléatica
limitada devido a sua atividade sérica de 21 diasem média (MILLER et al., 2005).

A oxitetraciclina € um antibi6tico de largo espectro derivado do Streptomyces rimosus
eficaz sobre uma variedade de germes grampositivos e gramnegativos, mycoplasmas,
clamidias e ricketsias como Ehrlichia e Anaplasma. Atua interferindo na sintese protéica
(BRANDER et a., 1991) sendo freqlentemente usada em formulagGes comerciais associada
ao aceturato de diminazeno no tratamento de tripanossomiases. A oxitetraciclina atravessa a
barreira hemato-encefdlica, embora o0s niveis terapéuticos apenas aparecam no liquido
cérebro-espinha quando as meninges estdo inflamadas ou danificadas (BRANDER et al.,
1991), o que ocorre durante a infeccdo por T. evansi, uma vez que este aumenta a
permeabilidade da barreira meningea (KUBIAK & MOLFI, 1954). A dose recomendada para
equinos é de cinco a dez mg/kg de peso vivo (BRANDER et al., 1991).

Benzonidazol é indicado para o controle da doenca de Chagas humana, ativo cortra
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. E hoje o Gnico medicamento ativo
contra Trypanosoma cruz disponivel para uso clinico no Brasil, sendo eficaz nas formas
aguda e cronica, a dose indicada € de 5 a 10 mg por quilo de peso vivo (DIAS & COURA,
1997), tendo efeito protetor durante a fase cronica da doenca de chagas (ESTANI &
SEGURA, 1999).

O objetivo deste experimento foi descrever os achados laboratoriais e histologicos da
infeccdo de ratos Wistar por T. evansi, além de testar a eficacia do seu tratamento com trés

medicamentos diferentes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi redlizado no Laboratorio de Parasitologia Veterindria da
Universidade Federal de Santa Maria, onde foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus)
linhagem Wistar, machos e fémeas entre 3 e 4 meses de idade, pesando em média 300 g,
divididos em 4 grupos de 10 animais, sendo cada grupo composto por 5 machos e cinco

fémeas separados em oito gaiolas ao todo, sendo alimentados diariamente com racéo
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comercial para ratos e agua a vontade, identificados por nimeros, enquanto as gaiolas foram
identificadas por letras de acordo com os tratamentos recebidos, sendo A (machos) e B
(fémeas) os grupos controle, C (machos) e D (fémeas) o grupo medicado com oxitetraciclina,
E (machos) e F (fémeas) os grupos medicados com benzonidazol e G (machos) e H (fémeas)
0s grupos tratados com aceturato de diminazeno.

Foi utilizada a cepa de campo isolada de uma infeccdo natural em cdo descrita por
COLPO et a. (2005), mantida em laboratério sob cultura viva em ratos Wistar.

O sangue foi inoculado nos ratos por via intraperitonea, na dose de 2,72x10°
tripomastigotas por animal (dosagem adquirida através da contagem em camara de Neubauer)
sendo este, considerado o dia 0 (zero) do experimento.

Os ratos foram diariamente avaliados para a presenca de hemoparasitas, através da
pesquisa microscopica de esfregaco do sangue, coletado da veia da cauda de cada animal,
sendo corado por Panético Rapido®°® e observado ao microscopio de luz com objetiva de
imersdo (1000 vezes) para pesquisa e contagem dos hemoparasitas apds 10 minutos da
coloragao durante 60 dias.

Os tratamentos foram instituidos e mantidos quando os animais apresentavam 8 ou
mais tripomastigotas por campo visualizados na lamina do esfregaco sanguineo.

Os medicamentos foram adaptados para uso em roedores. A solucdo a base de
oxitetraciclina’ a 10% foi utilizada sem alteracdes, na dose de 30mg/kg peso vivo, nos grupos
CeD.

Os comprimidos & base de benzonidazol® foram triturados e dissolvidos em solucédo
glicosada estéril a 20%, resultando em uma suspensdo com 25,6 mg/ml, sendo utilizados
10,24 mg por animal dividido em duas administracfes diérias por via oral, nos grupos E e F.

O medicamento & base de aceturato de diminazeno® foi diluido em &gua para injecéo
resultando em uma solugdo a 3,5%, sendo utilizada a dose de 3,5 mg/kg de peso vivo, nos

grupos G e H.

® Panético Répido®: coloracdo comercial composta por um fixador (a base de triarilmetano) e dois corantes a
base xantenos e tiazinas a 0,1% (L aborclin - Brasil)

" Apresentacao: frascos de 10 e 50ml de oxitetraciclinaa 10%. (Tortuga - Brasil).

8 Apresentacao: frascos com 100 comprimidos birranhurados com 100mg de Benzonidazol (Roche - Brasil).
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Os animais mortos foram necropsiados segundo as técnicas descritas por LUCCA et
al., 1991, sendo coletados fragmentos de figado, baco, rim, glandula adrenal, olho e coragéo.
Todos os fragmentos foram colocados em formol tamponado a 10% e processados
histologicamente, sendo levadas para andlise ao Laboratério de Patologia Veterinaria da
UFSM.

Foram feitas anadlises de variancia (ANOVA) para eviderciar possive's variagoes entre
os periodos pré-patente e de sobrevida dos ratos machos e fémeas nos trés tratamentos em
relacdo ao grupo controle. Foi aplicado o Teste de TUKEY para comparacéo entre as médias,
caculando-se 0 coeficiente de variagdo para verificar a precisdo dos dados (SILVA &

AZEVEDO, 2002).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os ratos infectados ndo apresentaram sinais clinicos aparentes durante a parasitemia,
apresentando-se prostrados em torno de oito horas antes da morte.

Durante a necropsia, todos os animais infectados apresentaram esplenomegalia de grau
variado. Essa também foi a principal ateragdo macroscépica encontrada por HAROUN et al.
(2003), testando a eficacia de dois medicamentos contra T. evansi, onde observaram
acentuada esplenomegalia, em ratos Wistar infectados por uma cepa recém isolada de
camelos, chegando a triplicar o tamanho do baco, também observaram congestéo leve no
coracao, figado e rins, sinais ndo observados nesse experimento.

Um dos animais deste experimento apresentou hemorragia pulmonar e outro
apresentou a bexiga com contelldo hemorragico provavelmente por ateracdes hemostéticas,
comumente associadas s tripanosomiases (BRANDAO et al., 2002).

Nas avaiagbes histologicas ndo foram encontradas formas tripomastigotas do T.
evansi nos vasos viscerais. Ao exame microscopico, 0s 0rgaos apresentaramse congestos e,
principalmente figado e pulmdo, com infiltrado linfoplasmocitario multifocal, discreto a

moderado, com aguns polimorfonucleares eosindfilos. O bago apresentou hemossiderose

9 Apresentaco: frasco ampola contendo 30 ml de diaceturato de 4,4-diazoaminodibenzamidina a 7%, injetavel
(Shering-Plough - Brasil).
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discreta, enquanto nos linfonodos foram observados numerosos plasmocitos, tanto no cortex,
paracortex e corddes medulares. Um dos animais apresentou pneumonia supurativa subaguda.

BISWAS et al. (2001) também relataram alteragdes inflamatdrias no figado e pulmdes
e lesdes degenerativas no baco e HAROUN et al. (2003) verificaram necrose e substituicéo
por células inflamat6rias mononucleares no figado e ateragdes gordurosas no baco em ratos.

Também foi verificada a presenca de infiltrado de linfécitos e plasmocitos nos
linfonodos, baco, cérebro péancreas e outros 6rgdos de animais infectados por T. brucel
pesquisados por MOULTON & SOLLOD (1976 apud RUE, 1996).

O periodo prépatente, compreendido desde a infeccdo até a deteccdo dos
tripomastigotas no sangue periférico, ndo demonstrou variagdo significativa entre grupos
tratados, nem entre machos e fémeas, sendo, em média, de 1,6 dias, com inoculacdo de
2,72x10° tripomastigotas por animal. QUEIROZ et al. (2001) também relataram o periodo
pré-patente de infeccdo de ratos Wistar pelo T. evanss com média de 1,5 dias apos a
inoculacdo de 10 e 10° tripomastigotas por grama de peso vivo, ndo encontrando diferenca
significativa entre os dois grupos infectados quanto aos niveis de anticorpos desenvolvidos e
no periodo de sobrevivéncia dos animais pés-inoculagdo. O periodo de tratamento apresentou
reincidéncia no grupo tratado com Aceturato de Diminazeno, uma vez que os tripomastigotas
eram eliminados da corrente sangiiinea em até dois dias de tratamento e retornavam a
infeccdo apds 15 a 30 dias, como pode ser visto no grafico 1, sendo novamente efetuado o
tratamento. Esta reincidéncia concorda com KAMINSKI & BRUN (1998). Os autores citam
gue os medicamentos anti-tripanossoma mais recentes, ndo ultrapassam a barreira hemato-
encefdlica em doses suficientes, sendo esta, uma possivel area de refugio dos tripanossomas
durante o periodo de atuag&o sistémica do medicamento.

A répida queda da parasitemia ap6s a administracdo de aceturato de diminazeno
deve-se a suarapidadistribuicdo sangtiinea, MILLER et a. (2005) afirmam que em uma hora
apos a injecdo intramuscular, este medicamento atinge 75% do plasma, recomendando a
administracéo de 4,2 mg/kg ndo se devendo repetir a dose dentro de 21 dias, pois ainda restam

residuos circulantes ativos deste medicamento no sistema sangiiineo do animal.
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O periodo de sobrevida dos animais ap0s o tratamento, ou sgja, desde o inicio da
administragdo dos medicamentos até a morte do animal ou encerramento do experimento,
apresentou diferenca significativa tanto entre machos e fémeas quanto entre os grupos
tratados. O grupo tratado com aceturato de diminazeno apresentou periodo de sobrevida de
28,8 dias, em média, para machos e de 43,2 dias, em média, para fémeas, enquanto o grupo
tratado com oxitetraciclina demonstrou periodo de sobrevida de 3,8 dias, em média, e 0 grupo
tratado com benzonidazol sobreviveu, em média, 9,8 dias apds o inicio do tratamento, sendo
gue, nesses dois Ultimos grupos, ndo houve diferenca significativa quanto ao sexo dos animais
testados. Os resultados da avaliacdo destes periodos encontram-se na tabela 1. Enquanto os
animais do grupo controle sobreviveram, em média, 2,2 dias pés-infeccdo, o que corresponde
aum periodo pés-patente de 1,2 dias, resultados diferentes dos encontrados por OLIVEIRA et
al. (1989), em gue os ratos apresentaram periodo pos-patente de 2 a 6 dias.

Esta diferenca entre os tratamentos ocorre porque o aceturato de diminazeno é o
medicamento mais indicado contra tripanosomiase animal (PEREGRINE & MAMMAM,
1993), a oxitetraciclina € indicada no combate aos parasitas intracelulares, (BRANDER et al.,
1991) e o benzonidazol tem atividade especifica contra o Trypanosoma cruzi (DIAS &

COURA, 1997).

CONCLUSAO
Neste estudo pbde-se verificar que ratos Wistar infectados com T.evansi néo
apresentam sinais clinicos nem alteragbes histolégicas que caracterizem a doenca, sendo
necessaria a avaliacdo microscopica de esfregacos sangliineos para deteccéo do parasita.
Também verificouse a eficacia do medicamento aceturato de diminazeno no
combate a0 T. evansi, entretanto, o tratamento em ratos Wistar ndo deve ser considerado

curativo tendo em vista a reincidéncia da infeccdo observada neste experimento.
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TABELA 1 — Média das avaliagdes dos diferentes tratamentos em machos e fémeas de ratos
experimentalmente infectados por T. evansi quanto ao periodo pré-patente e de

sobrevivéncia dos animais a partir do tratamento.

CONT OoXIT BENZ DIMI

Periodo pré-patente (dias)
Machos 1,0° 1,0° 1,0° 3,0°
Fémeas 1,0° 1,2¢ 1,2% 2,0°

Sobrevivéncia pos-tratamento (dias)

Machos N3o tratado 3,2° 6,4° 28,8°

Fémeas N3o tratado 4,6° 13,2° 43,2¢

Obs.: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
CONT: grupo controle;

OXIT: grupo tratado com oxitetracicling;

BENZ: grupo tratado com benzonidazol;

DIMI: grupo tratado com aceturato de diminazeno.
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GRAFICO 1 — Variaco hemoparasitaria durante o tratamento com aceturato de diminazeno

em infecgdo experimental por T. evansi em ratos Wistar
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Obs.: A parasitemia estd expressa em numero de tripomastigotas por campo visua de
microscopio de luz do esfregago corado ao aumento de 1000 vezes e a legenda representa a
identificagcdo dos ratos tratados com aceturato de diminazeno, onde G representa 0s ratos

machos e H as fémeas.
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