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Resposta eritropoética de ratos em diferentes graus de parasitemia por trypanosoma
evansi

Erithropoietic response in Trypanosoma evansi infected rats with different parasitaemia intensity
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Marcio Machado Costa' Carolina Kist Traesel' Sonia Terezinha dos Anjos Lopes'"!
Silvia Gonzalez Monteiro"

RESUMO

O Trypanosoma evansi é um protozoario
hemoflagelado que causa, em varias espécies, uma doenga
caracterizada por altos niveis de parasitemia, com rapido
desenvolvimento de anemia. Este trabalho teve como objetivo
investigar a relagdo entre o grau de parasitemia e a alteragédo
na eritropoese de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar
infectados experimentalmente com T. evansi. Foram utilizados
42 ratos, dos quais 36 foram inoculados pela via intraperitoneal
com 0,2ml de sangue, contendo 2,5 x 10* parasitas. Seis ratos
nao-inoculados foram utilizados como controles. Apés
inoculacdo, a parasitemia foi avaliada a cada 12h. Os grupos
para anélise foram estipulados de acordo com a média de
tripanossomas em 10 campos homogéneos focados
aleatoriamente, sendo: A, controle; B, animais que
apresentaram um grau de parasitemia entre 1-10
tripanossomas/campo; C, ratos com 11-20 tripanossomas/
campo; D, ratos com 21-30 tripanossomas/campo; E, ratos
com 31-40 tripanossomas/campo; F, 41-50 tripanossomas/
campo; e G, ratos com mais de 51 tripanossomas/campo.
Quando os animais apresentaram o nimero de protozoarios
equivalente ao grupo, foram coletadas amostras de sangue
para realizagdo de hemograma e dosagem de ferro, e foi
realizada citologia de medula 6ssea para avaliagdo da relagdo
mieldide:eritréide. A andlise estatistica mostrou reducéo
significativa das hemacias e do hematdcrito a partir de 31
tripanossomas/campo (grupos E, F e G; P<0,005) e a redugédo
de hemoglobina ocorreu a partir de 41 tripanossomas/campo
(grupos F e G; P<0,005). A relagdo miel6ide:eritréide foi
reduzida de 0,7 para 0,6 a partir de 41 tripanossomas/campo
(grupos F e G; P<0,005). N&do foram detectadas variagdes na
concentragédo de ferro. Os dados obtidos demonstraram que
ratos com parasitemia acima de 31 tripanossomas por campo

desenvolvem uma anemia aguda, com um aumento
compensatério na atividade hematopoética.

Palavras-chave: Tripanossomiase, hematologia, atividade
hematopoética, ferro sérico, medula éssea,
Rattus norvegicus.

ABSTRACT

Trypanosoma evansi is a flagellate protozoan that
causes a disease characterized by high parasitemia and acute
anemia in various species. This study was aimed at evaluating
and establishing a relationship between different parasitemia
levels and eritropoyesis in Wistar rats (Rattus norvegicus)
experimentally infected by T. evansi. Forty two animals were
used. In 36 animals parasites were inoculated by intraperitoneal
blood injection of 0.2ml containing 2.5x10* parasites. Six non-
inoculated animals were used as controls. Parasitemia was
evaluated every 12 hours and the animals were allocated in
groups according to parasitemia levels. Then they were classified
according to average number of parasites in 10 random
homogeneous fields, Group A: control (not-inoculated); B:
rats with 1-10 trypanosomes/field; C: 11-20 trypanosomes/
field; D: 21-30 trypanosomes/field; E: 31-40 trypanosomes/
field; F: 41-50 trypanosomes/field; G: more then 51. Blood
samples were taken when the animals reached the
correspondent group number of parasites. Hemogram and
iron levels were evaluated and a bone marrow cytology was
performed to detect the myeloid:erythroid ratio. Statistical
analysis showed a significant reduction on red blood cells count
and hematocrit from group E on and also hemoglobin on
groups F and G. The myeloid:erythroid ratio reduced from 0.7
to 0.6 on groups F and G (P<0.005). Iron levels alterations
were not detected. These data showed that Wistar rats with
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parasitemia higher then 31 parasites per field have an acute
anemia associated to a compensatory hematopoietic activity.

Key words: Trypanosomiasis, hematology, hematopoietic
activity, seric iron, bone marrow, Rattus
norvegicus.

INTRODUCAO

As tripanossomiases sdo causadas por
espécies do género Trypanosoma, que pertencem ao
filo Euglenozoa, da classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina. A
caracteristica principal desses protozoarios é a presenca
de um cinetoplasto localizado na base do flagelo, que
contém o DNA mitocondrial (VICKERMAN, 1976). A
subordem Trypanosomatina contém uma Gnica familia,
Trypanosomatidae, que, por sua vez, contém oito
géneros (Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum,
Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas,
Herpetomonas e Phytomonas). Os tripanossomas
patogénicos de importancia na pecuaria estdo
classificados na secdo Salivaria, dos quais apenas o
Trypanosoma vivax, Trypanosoma equiperdum e
Trypanosoma evansi foram encontrados na América
do Sul (SILVAetal., 2002).

T. evansi afeta muitas espécies de animais
domeésticos e selvagens (FRANKE et al., 1994). Sua
transmissdo é essencialmente mecanica. O protozoario
é transferido de um hospedeiro mamifero a outro por
insetos picadores, principalmente tabanideos e
Stomoxys sp., € por morcegos hematofagos (HOARE,
1972). Existe também a possibilidade de transmissdo
por carrapatos (CAMARGO etal., 2004).

T. evansi pode ser observado
intercelularmente em tecidos, no plasma sangiiineo e
em fluidos das cavidades corporais dos animais
infectados (SHARMA et al., 2000). As alteracdes
causadas pela infec¢do do T. evansi sdo multifatoriais
e varios sinais clinicos sdo descritos nos hospedeiros,
incluindo a elevacéo da temperatura corporal, a perda
da condigéo fisica, a fraqueza e alteragdes neurolégicas
(NGERANWA et al., 1993). A anemia é comumente
descrita e caracterizada por redugdo nos valores de
eritrécitos, hemoglobina e hematécrito. Contudo, as
causas da anemia ndo estdo completamente
esclarecidas (SILVAetal., 1995; MARQUES et al., 2000;
AQUINO etal., 2002) e 0s mecanismos propostos sao
eritrofagocitose, destruicdo dos eritrocitos pelo sistema
imune, fragilidade osmotica dos eritrdcitos,
hemodiluicéo e depressdo da eritropoese (CLARKSON,
1968; JATKAR & PUROHIT, 1971; ASSOKU, 1975;
JENKINS & FACER 1985; SHARMA et al., 2000;
AQUINO etal., 2002).

Embora existam varios trabalhos que
descrevam a tripanossomiase, ainda ha lacunas no
conhecimento a respeito das alteracfes patologicas e
da eritropoese dos animais infectados por diferentes
espécies de tripanossomas, incluindo o T. evansi
(SILVAetal., 1995; SHARMA et al. 2000; AQUINO et
al., 2002). O objetivo deste trabalho € investigar a relagéo
entre o grau de parasitemia e a alteracéo na eritropoese,
através da analise citolégica da medula 6ssea, do
hemograma e da determinagéao da concentracéo de ferro
sérico de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar
experimentalmente infectados com T. evansi.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 42 ratos da espécie Rattus
norvegicus, da linhagem Wistar, sendo 21 machos com
70 dias (250 a 300g) e 21 fémeas com 75 dias (100 a
180g). Os animais eram mantidos em gaiolas, separados
por sexo, com temperatura e umidade controlada (25°C
e 80% UR). Os animais tiveram livre acesso a dgua e ao
alimento (ragdo comercial para roedores) durante todo
0 experimento, sendo previamente avaliados quanto a
auséncia de hemoparasitos, endoparasitos e
ectoparasitos. O isolado do Trypanosoma evansi foi
proveniente de cdes infectados naturalmente do
municipio de Uruguaiana, RS (COLPO et al., 2005), e
mantido em laboratério sob cultura viva em ratos Wistar.

Trinta e seis ratos foram inoculados pela
via intraperitoneal com 0,2ml de sangue, proveniente
de um rato infectado experimentalmente, contendo 2,5
x 10* parasitas, segundo metodologia descrita por
ASSOKU (1975). Seis ratos, utilizados como controle,
receberam 0,2ml de solucéo fisiol6gica pela mesma via.
A parasitemia foi avaliada a cada 12h apds inoculagdo,
através da pesquisa microscopica do esfregaco de
sangue periférico, conforme SILVA et al. (2006). As
laminas foram coradas por panético rapido® e
observadas em microscopio optico de luz no aumento
de 1.000 vezes, estipulando-se a média de
tripanossomas em dez campos homogéneos
(considerando as hemacias), focados aleatoriamente.

Foram constituidos sete grupos com seis
animais, de ambos os sexos, uniformizados, sendo
Grupo A, controle (ndo-inoculado); Grupo B, animais
que apresentaram um grau de parasitemia entre 1-10
tripanossomas/campo; Grupo C, ratos com 11-20
tripanossomas/campo; Grupo D, ratos com 21-30
tripanossomas/campo; Grupo E, ratos com 31-40
tripanossomas/campo; Grupo F, 41-50 tripanossomas/
campo; e Grupo G, ratos com mais de 51 tripanossomas/
campo.
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Quando os animais apresentavam o nimero
de protozoarios por campo equivalente ao grupo, eram
anestesiados, em camara éter etilico, para coleta de
sangue por puncdo cardiaca, realizada eutandsia e
necropsiados. O sangue foi armazenado em tubos com
e sem anticoagulante, &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) a 10%, para analise hematoldgica e dosagem
de ferro sérico, respectivamente. Imediatamente apos
a coleta, as amostras sem anticoagulante foram
centrifugadas e o soro congelado a-20°C. Para dosagem
de ferro sérico, foi utilizado kit comercial®.

Os parametros hematolégicos analisados
neste trabalho foram o nimero de hemacias, o
hematdcrito (Ht), o volume corpuscular médio (VCM),
a concentragdo de hemoglobina (Hb), a concentracéo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e os
reticuldcitos. Os esfregacos sanguineos foram corados
por panotico rapido para a avaliagdo citolégica. Paraa
contagem de reticulécitos, foi utilizado corante
supravital azul de metileno e contracorado com
panotico rapido. As determinagdes do hematdcrito, a
contagem de reticuldcitos e o calculo dos indices
hematimétricos foram efetuados de acordo com a técnica
descrita por FELDMAN et al. (2000). A contagem de
hemécias e a determinacéo da concentracdo de
hemoglobina foram realizadas em aparelho de contagem
celular eletronico, da marca CELM - modelo CC 550.

A coleta da medula 6ssea foi realizada por
secgdo da epifise proximal do fémur direito, curetagem
e impressdo do tecido em laminas, sendo estas coradas

com panético rapido. As amostras foram obtidas em
até 30 min ap0s o sacrificio dos animais. A atividade
hematopoética foi avaliada em todos os animais pela
relacdo mieloide:eritrdide (M:E), segundo TYLER &
COWELL (1989).

As variadveis dependentes dos diferentes
grupos foram comparadas por analise de variancia,
utilizando o programa Proc GLM do pacote estatistico
SAS (Statistical Analisis System, versdo 9.1 para
Windows; SAS Institute, Cary, NC, USA). Os
resultados estdo expressos na forma de médias, que
foram comparadas por Lsmeans. Diferengas entre
grupos foram consideradas significativas quando
P<0,005.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ratos Wistar sdo considerados modelos
apropriados para estudos com Trypanosoma evansi
por apresentarem a parasitemia tipica dos
tripanossomas (QUEIROZ et al., 2000). O T. evansi foi
detectado no sangue periférico de todos os ratos 24h
apos a inoculagdo intraperitoneal do parasito. O grau
de parasitemia aumentou progressivamente e 5 dias
apos a inoculagdo todos os grupos ja haviam sido
constituidos (Figura 1). Sinais clinicos, como apatia,
fraqueza e anorexia, foram observados nos grupos a
partir de 41 tripanossomas/campo (F e G),
demonstrando que esta linhagem de ratos possui
extrema suscetibilidade a infecgdes por T. evansi, que
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Figura 1 - Média de dias apds inoculacéo e de tripanossomas/campo para a formagdo dos grupos com Rattus
norvegicus infectados experimentalmente com isolado de Trypanosoma evansi derivado de um céo
e mantido em laboratério sob cultura viva em ratos Wistar. Grupos: A, nao-inoculado; B, ratos com
grau de parasitemia entre 1-10 tripanossomas/campo; C, ratos com 11-20 tripanossomas/campo; D,
ratos com 21-30 tripanossomas/campo; E, ratos com 31-40 tripanossomas/campo; F, 41-50
tripanossomas/campo; e G, ratos com mais de 51 tripanossomas/campo.
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produz uma sindrome aguda. Resultados semelhantes, de eritrocitos (Figura 2A), no Ht (Figura 2B) e na Hb
também em ratos, foram relatados por ASSOKU (1975), (Figura 2C) dos animais infectados. Observou-se uma
QUEIROZ etal. (2000, 2001) e AL-MOHAMMED (2006). reducdo das hemacias e do Ht a partir de 31
A alteracdo hematol6gica mais marcante que tripanossomas/campo (grupos E, F e G; P<0,005) e
ocorreu durante a infecgéo foi a reducdo na contagem reducdo da Hb a partir de 41 tripanossomas/campo
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Figura 2 - Médias do nimero de eritrécitos (A), hematécrito (B), hemoglobina (C), relagdo miel6ide:eritréide (D) e
reticuldcitos (E) em Rattus norvegicus infectados experimentalmente com isolado de Trypanosoma evansi
derivado de um cdo e mantido em laboratério sob cultura viva em ratos Wistar. Grupos: A, ndo-inoculado; B,
ratos com grau de parasitemia entre 1-10 tripanossomas/campo; C, ratos com 11-20 tripanossomas/campo; D,
ratos com 21-30 tripanossomas/campo; E, ratos com 31-40 tripanossomas/campo; F, 41-50 tripanossomas/
campo; e G, ratos com mais de 51 tripanossomas/campo.
O * representa diferenca significativa (P<0,005) em relag8o ao grupo A (controle).
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(grupos F e G; P<0,005), indicando anemia nos animais
infectados. A anemia é a caracteristica mais comum em
infecgdes por tripanossomas e ja foi descrita em
ovelhas, cabras, cdes, coatis (Nasua nasua), camelos
e bufalos (ONAH et al., 1996; SHARMA et al., 2000;
AQUINO et al., 2002, HERRERA et al., 2002;
ATARHOUCH etal., 2003; HILALI et al., 2006).

As médias do VCM e da CHCM nao
variaram entre os grupos de animais infectados e ndo
infectados, caracterizando uma anemia normocitica
normocrémica. Esses dados sdo semelhantes aos
encontrados por MENEZES et al. (2004), em
camundongos, e diferem dos de ASSOKU (1975), que
observou anemia macrocitica hipocrémica em ratos.
Contudo, reticulécitos foram observados em todos os
grupos, ocorrendo um aumento progressivo a partir de
31 tripanossomas/campo (grupos E, F e G; P<0,005;
Figura 2.E), indicando anemia regenerativa. Além disso,
foi evidenciada policromasia em alguns animais dos
grupos F e G. Areticulocitose geralmente ocorre 3 ou 4
dias ap6s hemolise aguda ou episddio de hemorragia,
€ uma resposta maxima pode levar uma a duas semanas
(JAIN, 1993). A anemia nos ratos infectados com T.
evansi tem carater agudo, sendo que 0 grupo com maior
parasitemia foi formado em até cinco dias ap6s a
infeccdo. Sendo assim, os animais ainda ndo haviam
atingido o pico de produgdo de reticuldcitos, mantendo
os célculos do VCM e da CHCM dentro da normalidade
(normocitica e normocrémica).

A citologia da medula 6ssea revelou um
aumento compensatorio na atividade hematopoética
nos grupos com maior grau de parasitemia (F e G). A
relacdo M:E (Figura 2D) foi reduzida de 0,7 para 0,6 a
partir de 41 tripanossomas/campo (grupos F e G;
P<0,005), indicando que ocorreu resposta medular a
anemia. A hiperplasia da medula dssea em ratos
infectados por T. evansi foi reportada por SEN et al.
(1959) e ASSOKU (1975), que demonstraram a
ocorréncia de aumento da produgdo de eritrécitos e,
conseqlientemente, aumento de reticulécitos no sangue
periférico. Essa anemia pode ser causada por injlria
dos eritrocitos sob o efeito da hemolisina secretada
por Trypanosomasp. (FIENNES etal., 1946). NADIUM
& SOLIMAN (1967) e WALIAet al. (1996) relataram
que a enzima sialidase do tripanossoma é a principal
causadora de injuria celular, resultando em destruicéo
dos eritrdcitos no figado, no bago, nos pulmdes, nos
linfonodos e na medula 6ssea. Outra possibilidade seria
uma alteracéo na producéo de eritrdcitos por sequestro
de ferro por macrofagos, acarretando uma anemia
(DARGIE etal., 1979). Porém, neste experimento, ndo
foram observadas variag@es na concentragdo de ferro
nos animais estudados.

CONCLUSOES

Este estudo demonstra que ratos da espécie
Rattus norvegicus da linhagem Wistar apresentam uma
correlacdo positiva entre o grau de parasitemia de
Trypanosoma evansi e alteracdes na eritropoese. Os
animais desenvolvem uma anemia aguda, a partir de 31
tripanossomas por campo, e a severidade da anemia
esta correlacionada ao grau de parasitas no sangue,
sendo que, quanto maior o grau de parasitemia, maior a
anemia nos ratos desta linhagem. Foi demonstrado
também um aumento compensatorio na atividade
hematopoética em animais com maior grau de
parasitemia, sem reducdo nos valores séricos de ferro.
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