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Resumo

Trypanosoma evansi é um protozodrio que causa a tripanossomose em animais de muitos paises do
sudeste da Asia, Africa e América do Sul. Optamos por utilizar os gatos em nosso estudo, devido a
facilidade de manipular os animais e a falta de estudos envolvendo a tripanossomose nesta espécie.
Deste modo, o objetivo deste estudo foi investigar alteragdes no leucograma de felinos domésticos
infectados experimentalmente por 7. evansi e relacionar com a parasitemia. Foram utilizados 13 gatos,
divididos em dois grupos. Sete deles foram infectados com 7. evansi e o restante foram utilizados como
grupo controle negativo. Os animais foram monitorados diariamente através de esfregago sanguineo.
Nos dias 0, 7, 21, 35 e 49 de experimento, foram coletadas amostras de sangue para avaliacdo do
leucograma. O pico de parasitemia ocorreu cinco dias apds inoculagdo, apos este periodo o niumero de
parasitos reduziu e manteve-se com picos irregulares, variando de zero a trés tripomastigotas/campo. Na
pesquisa foi verificado aumento (P < 0,05) do niimero de leucdcitos totais (dia 49), bastonetes (dia 35),
neutrofilos segmentados (dia 49) e mondcitos (dias 7, 35 ¢ 49) e redugao de linfocitos e eosinofilos (dias
21, 35 ¢ 49). Gatos infectados com T. evansi apresentam leucocitose, neutrofilia, monocitose, linfopenia
e eosinopenia. Porém, ndo foi verificado relag@o entre os picos de parasitemia ¢ alteragdo no niimero de
globulos brancos circulantes, com exec¢do dos mondcitos no dia 7.
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Abstract

Trypanosoma evansi is a protozoan which causes trypanosomosis in livestock in many countries of
Southeast Asia, Africa and South America. We chose to use cats in our study due to the facility to handle
the animals and the lack of studies involving the trypanosomosis in this species. The aim of this study
was to analyze the leukogram of domestic cats experimentally infected with 7. evansi and its correlation
to the parasitemia. Thirteen animals were divided into two groups. Seven animals were infected with
T evansi and six were used as negative control. Parasitemia was estimated daily by microscopic
examination of smears. Blood samples for leukogram were collected at days 0, 7, 21, 35 and 49. The
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parasitemia peak was recorded at day five post-inoculation. Thereafter, irregular waves of parasitemia
were observed, ranging from zero to three trypomastigotes per microscopic field. Increased number
of total leukocytes (day 49), monocytes (days 7, 35 and 49), segmented (day 49) and nonsegmented
neuthrophils (day 35), and decreased number of lymphocytes and eosinophils (days 21, 35 and 49)
were observed (P < 0.05). Cats infected with 7. evansi have leukocytosis, neutrophilia, monocytosis,
lymphopenia and eosinopenia. However, no relationship between parasitemia peaks and white blood
cells was observed, except by the monocytes in day 7.

Key words: Trypanosomosis, felines, immunological system, parasitism

Introducio

A doenga causada pelo Trypanosoma evansi
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) ¢ comumente
denominada mal das cadeiras em equinos (SILVA
et al., 1995; SILVA et al., 2002). O T. evansi é um
protozoario flagelado que parasita uma grande
diversidade de mamiferos, em areas de clima tropical
(LUN; DESSER, 1995). Os tabanideos e morcegos
hematofagos sdo os responsaveis pela transmissao
mecanica do parasito entre hospedeiros, com
ocorréncia de surtos em esta¢des quentes (HOARE,
1972; MONZON; MANCEBO; ROUX, 1990).

A tripanossomose por 7. evansi pode provocar
anemia em graus variados, edema de membros
e partes baixas, febre, letargia, perda de apetite,
emagrecimento, lacrimejamento, aborto, perda de
condi¢do corporal, formacdes de placas cutaneas,
sangramentos nasais e oculares e uma claudica¢do
tipica, que denomina a enfermidade (KUBIAK;
MOLFI, 1954; SILVA et al., 1995; SILVA et al.,
2002; HERRERA et al., 2004).

Em equinos, camelos, caes, coelhos e roedores
a infeccdo por 7. evansi leva a alteragdes como
oscilagdes entre leucocitose e leucopenia,
linfocitose e linfopenia durante a parasitemia
(JATKAR; PUROHIT, 1971; AQUINO et al., 2002;
RODRIGUES et al., 2005). No modelo felino ndo
foi avaliado, até a presente data, o leucograma de
animais infectados pelo 7. evansi, assim, o presente
trabalho tem como objetivo de investigar alteragdes
no leucograma de felinos domésticos infectados
experimentalmente pelo 7. evansi, relacionando

estas alteragdes com a parasitemia.

Material e Métodos

Para este estudo foram utilizados 13 felinos (Felis
catus) adultos, fémeas, sem raga definida. O peso
dos gatos no inicio da pesquisa variou entre 1.912
e 2.561 gramas. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, alimentados diariamente com
racdo comercial e agua a vontade. A temperatura ¢
a umidade do ambiente foram mantidas constantes
(23°C; 70%UR). Os felinos passaram por um
periodo de adaptagdo de 30 dias antes de iniciar o
experimento, quando foram vermifugados (pamoato
de pirantel, praziquantel e fenbendazole). Para
avaliar se os animais estavam sadios foram realizadas
trés séries de exames hematoldgicos e bioquimicos
em intervalos de 15 dias, onde foi constatado que os
parametros avaliados estavam dentro dos valores de
referéncia (BUSH, 2004).

Os gatos foram divididos em dois grupos,
sendo um grupo controle (seis animais) e outro
grupo infectado (sete animais). Os F. catus foram
inoculados via intraperitonial com um isolado de
T. evansi obtido de um cdo naturalmente infectado
(COLPO et al., 2005), mantido no laboratério em
nitrogénio. A dose infectante utilizada foi de 10°
tripomastigotas por animal. No grupo controle foi
administrado, pela mesma via, solugdo fisiologica.
Apos inoculagdo dos parasitos, a parasitemia foi
monitoradadiariamenteporseisdiaseposteriormente
em intervalos de trés dias durante 56 dias, através de
pesquisa microscopica em esfregaco sanguineo. As
coletas foram feitas utilizando agulha hipodérmica
estéril introduzida na regido distal da cauda dos
gatos para obtencdo de uma gota de sangue. Apos
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a confeccdo da lamina, os esfregacos foram corados
por Panotico Rapido e analisados em microscopio
de luz em aumento de 1000 vezes. Foi realizado um
Unico esfregago por animal e a leitura foi realizada
em toda a extensao do esfregaco. Quando o nimero
de flagelados estava aumentado, a quantificacdo
de parasitos foi realizada por campo microscopico
conforme método de Da Silva, Doyle e Monteiro
(2006).

O periodo experimental foi de 56 dias, sendo
as amostras de sangue coletadas nos dias 0, 7, 21,
35 e 49. Para analise do leucograma foi coletado
sangue da jugular e armazenado em tubos com
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%. O
eritrograma também foi avaliado nas mesmas datas
(DA SILVA et al., 2009). Para facilitar as coletas e
reduzir o estresse da manipulagdo, os animais foram
sedados com cetamina (0,08ml kg') e xilazina
(0,05ml kg'). A coleta de sangue foi realizada
logo apos a sedacdo dos felinos (5 minutos apos
administra¢do dos farmacos). Os grupos controle e
infectado descarta qualquer altera¢ao no leucograma
em decorréncia do uso anestésico, pois todos os
gatos passaram pelos mesmos procedimentos e
posteriormente os resultados foram comparados
entre grupos.

Os parametros imunologicos analisados neste

trabalho foram: leucdcitos totais, linfocitos,
neutréfilos segmentados, bastonetes, eosinoéfilos,
basofilos € mondcitos. Os esfregagos sanguineos
confeccionados de cada amostra foram corados
com Pandtico Rapido para a contagem diferencial
e avaliagdo citologica. A contagem de leucdcitos
totais foi realizada em aparelho de contagem celular
eletronico (CELM® —mod. CC 530). A interpretagao
dos resultados foi realizada segundo Bush (2004).
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
através da analise de varidncia (ANOVA), seguida
da aplicagdo do teste de Tukey para comparagao

entre as médias (SILVA; AZEVEDO, 2002).

Resultados e Discussao

Através do esfregaco sanguineo periférico pode
ser constatado que o periodo pré-patente em gatos
infectados experimentalmente oscila entre 24 e
48 horas (Figura 1A). Em ratos Wistar, que sao
considerados modelos apropriados para estudos
com 7. evansi, o periodo pode variar entre 1,5 € 5,6
dias (OLIVEIRA; MENEGUIN; PEREIRA, 1989;
QUEIROZ et al., 2001). Em coelhos, o periodo pré-
patente pode compreender entre 6 ¢ 11 dias (DA
SILVA et al., 2008). A diferenca entre as espécies
pode estar relacionada a dose de parasitos inoculada
ou a imunidade dos animais frente a infeccdo, pois
um namero maior de anticorpos capacitados a
destruir o 7. evansi (UCHE; JONES, BOID, 1992)
pode estar relacionado com a resposta do organismo
frente ao parasito.

O pico de parasitemia ocorreu cinco dias
apos inoculagdo (10 a 13 tripanossomas/campo
microscopico). Apos este periodo, a parasitemia
manteve picos irregulares variando de zero a trés
tripomastigotas/campo na maioria dos animais
(Figura 1A). Resultado semelhante foi descrito por
Choudhury e Misra (1972) em gatos infectados
experimentalmente. J4 em ratos, o aumento da
parasitemia ¢ crescente, sendo que estes animais
morrem com mais de 100 tripomastigotas por campo
cinco dias apds inoculagao (DOYLE et al., 2007).
Em animais silvestres como capivara ¢ quatis, a
infecgdo ¢ cronica, porém, sem sinais clinicos, o que
leva pesquisadores considerarem estes hospedeiros
reservatorios do parasito. J& em animais domésticos
como cdes, equinos e camelos, a doenga tem carater
cronico com picos de parasitemia associados a
sinais clinicos tipicos de tripanossomose (JATKAR;
PUROHIT, 1971; COLPOetal.,2005; RODRIGUES
et al., 2005), semelhante ao que ocorreu em todos
os gatos infectados neste estudo, que apresentaram
hipertermia, hiporexia, linfodenopatia, edemaciacéo
e caquexia.
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Figura 1- Gatos infectados experimentalmente com Trypanosoma evansi: (A) evolugdo da parasitemia; (B) Leucdcitos
totais; (C) Bastonetes; (D) Neutréfilos segmentados; (E) Linfocitos; (F) Mondcitos; (G) Eosinofilos; (H) Basofilos.
(*diferenca estatistica entre os grupos no teste de Tukey a 5%).
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Quando a parasitemia foi relacionada com o
leucograma, verificou-se que os mondécitos foram as
unicas células que alteraram-se com o aumento de
tripomastigotas (dia 7) na circulacdo (Figura 1A-F).
As demais mudangas ocorridas no leucograma
no decorrer do experimento ndo coincidiram com
aumento da parasitemia, pois 0 mesmo manteve-se
irregular e de grau leve (Figura 1A). Na Figura 1
pode ser visualizado aumento (P<0,05) do niimero
de leucocitos totais (dia 49), bastonetes (dia 35),
neutrofilos segmentados (dia 49) e monocitos (dias
7,35 e49) e redugdo de linfocitos e eosinofilos (dias
21, 35 e 49). Concomitantemente a estas alteracoes,
foi observado nos gatos deste estudo, reducdo do
numero de celulas vermelhas, caracterizando uma
anemia cronica de grau leve (DA SILVA et al.,
2009).

Os felinos apresentaram leucocitose e neutrofilia
somente na ultima semana do experimento,
demonstrando uma resposta aguda no dia 49, final
da pesquisa. Essa resposta poderia estar associada
ao oportunismo de outros agentes, ja que ndo houve
mudancas na parasitemianesse periodo, promovendo
a mobilizagdo desses neutrofilos para os tecidos e,
assim, estimulando a medula, através de citocinas,
a liberar novas células dos compartimentos
medulares de maturagdo e reserva (FELDMAN;
ZINKL; JAIN, 2000). O desvio a esquerda (pico de
bastonetes) no dia 35 deixa claro que a mobilizagao
de células imaturas na circulagdo foi devido a uma
provavel demanda tecidual em resposta inflamatoria
e responsiva a infecgdo pelo flagelado, porém nao
tendo relagao com o nimero de parasitos circulante,
mas sim com as alteracoes clinicas de edema de
face, emagressimento progressivo e aumento da
temperatura. Caes infectados experimentalmente
com 7. evansi podem ter leucopenia e neutropenia
(AQUINO et al. 2002) ou nao ter alteragao referente
ao leucograma (RUE et al., 2000). Isto mostra que o
leucograma de animais infectados por 7. evansi pode
variar, pois caes apresentam redugdo dos leucocitos
circulantes, enquanto os gatos apresentam aumento

destas células, semelhante ao que ocorrre em cobaios

e equinos (MONZON; VILLAVICENCIO; ROUX,
1991; RODRIGUES et al., 2005).

Os monocitos foram os globulos brancos que
tiveram maior variagdo no decorrer do experimento
(Figura 1F). Em caes infectados com o flagelado, que
seriam os modelos experimentais mais proximos aos
felinos, ndo foi reportado mudanca no ntimero de
monocitos circulantes (RUE et al., 2000; AQUINO
et al., 2002). O T. evansi tem tropismo pelo tecido
muscular (QUINONES; FINOL; TORRES, 1994)
em consequéncia disso, as células circulantes nao
podem combaté-lo. Os mondcitos originam o0s
macrofagos, células especializadas em destruir
agentes etiologicos fora dos vasos sanguineos. Essa
afinidade do parasito pelo musculo ¢ a presenca de
infiltrado inflamatério, relatado por Quifiones, Finol
e Torres (1994), com predominante nimero de
macrofagos, poderia ser uma das principais causas
de monocitose. Da mesma forma, os macrdofagos
sdo indispensaveis para a resposta adquirida, pois
promovem a apresentacao de antigenos e producao
de citocinas, auxiliando na formagdo da resposta
especifica para cada agente. Assim, a mobiliza¢ao
dessas células da medula 6ssea para a circulagdo de
uma forma quase que continua neste estudo, reflete a
tentativa do sistema imune em combater o parasito.

A linfocitopenia e eosinopenia verificadas nos
gatos ndo ¢ reportada em outros estudos envolvendo
carnivoros (RUE et al., 2000; AQUINO et al., 2002)
e equinos parasitados por 7. evansi (RODRIGUES
et al., 2005; ZANETTE et al., 2008). A diminui¢ao
no numero de linfocitos pode estar relacionada a
deficiéncia de elementos essenciais para produgao
destas células, como exemplo ferro e zinco (SAKER,
2006), minerais estes que estdo reduzidos nos casos
de tripanossomose (MWANGI; MCODIMBA;
LOGAN-HENFREY, 1995; GUTIERREZ
al., 2006). Também, nos casos de leishmaniose,

et

Bush (2004) relata que a linfopenia ¢ gerada em
decorréncia do confinamento temporario dos
linfocitos no bago ou linfonodos, em resposta aos
antigenos do protozoario ou pela destruicao dos
linfocitos pelo proprio agente e/ou estresse pela
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parasitemia cronica. A eosinopenia, presente neste
estudo ¢ de dificil associagdo a algum fendmeno
patologico, pois os valores de referéncia nos gatos
domésticos podem chegar a zero por microlitro de
sangue. Uma possivel causa de eosinopenia sdo
infecgdes agudas ou estresse em decorréncia da
evolugdo da doenga (FELDMAN; ZINKL; JAIN,
2000). Os basofilos nao diferiram entre os grupos
neste estudo (Figura 1H).

Os resultados permitem concluir que a
tripanossomose por 7. evansi acarreta alteragdes
no leucograma, porém estas mudangas ndo estdo
relacionadas com os picos de parasitemia. Gatos
infectados com 7. evansi apresentam leucocitose,

neutrofilia, monocitose, linfopenia e eosinopenia.

Comité de Bioética

O presente experimento foi aprovado pelo Comité
de Eticae Bem-Estar Animal da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), n°23081.002891/2008-47,
de acordo com legislacdo vigente e os Principios
Eticos publicados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).
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