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INTRODUCAO

O Trypanosoma evansi (T. evansi) € um hemoprotozodrio flagelado
conhecido por causar infeccdo em varios hospedeiros mamiferos. O parasita
tem distribuicdo geografica ampla, sendo responsavel por causar doenca
significativa em animais de areas de clima tropical (LUN & DESSER, 1995;
SILVA et al., 2002).

A infeccdo por Trypanosoma evansi causa alteragdes multifatoriais e
diversos sinais clinicos sédo descritos nos hospedeiros, como anemia, elevacao
da temperatura corporal, a perda da condi¢éo fisica, a fraqueza e alteracdes
neurolégicas (NGERANWA et al., 1993).

As alteracbes neuroquimicas associadas as tripanossomiases com
manifestacbes neurolégicas e psiquiatricas vém sendo estudadas. Foi
demonstrado que a infeccdo aguda por Trypanosoma cruzi em ratos resulta em
alteracdes na atividade da colina acetiltrasferase e da acetilcolinesterase
(AChE) (BRENNESSEL et al.,, 1985). Relatou-se também aumento na
concentracdo da dopamina no tronco encefalico e norepinefrina no hipocampo,
cerebelo, estriado e tronco encefalico de ratos infectados com Trypanosoma
brucei brucei (AMOLE et al., 1989).

As colinesterases sao enzimas presentes em tecidos colinérgicos e néao
colinérgicos assim como no plasma e outros fluidos corporais. Sdo divididas
em duas classes, a acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE)
(CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989). A BChE, também chamada de
pseudocolinesterase, € mais ativa no figado, intestinos, coracdo, rins e
pulmdes, hidrolisando preferencialmente a butirilcolina. (COKUGRAS, 2003). A
AChE possui papel regulatério na neurotransmissdo colinérgica, sendo
responsavel pela hidrolise rapida do neurotransmissor acetilcolina. (DAVE et
al., 2000).

A enzima AChE foi classificada em diferentes formas moleculares:
formas globulares e assimétricas. As formas globulares de AChE estéo
presentes no cérebro e tem sido relatado que essas formas da enzima estdo
distribuidas de forma distinta nos neurénios (RIEGER, 1976; MASSOULIE,
1993; TAYLOR, 1994).

Disturbios neurolégicos sédo descritos no estdgio final da doenca em
animais infectados por Trypanosoma evansi (RODRIGUES et al., 2005). Sinais
de déficit sensorial, desorientacdo, agitacdo e agressao foram descritos em
recente relato de infeccdo por T. evansi em humanos (JOSHI et al., 2005). No
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entanto pouco se sabe sobre o efeito da infeccdo por T. evansi nas atividades
neuroquimicas dos hospedeiros. Sendo assim, o objetivo deste experimento foi
avaliar a atividade da acetilcolinesterase no cérebro e cerebelo em ratos da
linhagem Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quinze ratos da espécie Rattus norvegicus e linhagem
Wistar, todos machos com 90 dias de idade pesando entre 250g a 290g,
provenientes do Biotério Central de UFSM. Os animais foram mantidos em
gaiolas com temperatura e umidade controlada (25°C e 80% UR), com livre
acesso a agua e ao alimento (ragdo comercial para roedores) durante todo o
experimento. O isolado do Trypanosoma evansi foi proveniente de caes
infectados naturalmente do municipio de Uruguaiana, RS (COLPO et al., 2005),
propagado por passagens em ratos e conservados em nitrogénio liquido.

Os animais foram divididos, de maneira aleatéria, em trés grupos
(controle, grupo teste 1 - T; e grupo teste 2 - T,) compostos por cinco ratos. Os
animais pertencentes aos grupos teste T; e T, foram inoculados pela via
intraperitoneal com 0,2 ml de sangue contendo 10* T. evansi, proveniente de
um rato infectado experimentalmente. O grupo controle recebeu 0,2 ml de
solucéo fisioldgica pela via intraperitoneal (animais nao infectados).

Apds a eutanasia dos animais, a qual foi realizada no grupo teste T; no 3°
dia pos-infeccdo (dpi) e no grupo teste T, e grupo controle no 5° dia pos-
infeccdo (dpi), foi coletada uma aliquota de sangue intracardiaca para
avaliacdo da parasitemia em camara de Neubauer, em diluicdo (1:400) com
solugdo fisiologica. @ Cérebro e cerebelo foram coletados, pesados e
homogeneizados separadamente em solucéo tampéao Tris-HCI 10 mmol, pH 7.2
com sacarose 160 mmol (1:10, p/v). As amostras foram congeladas a -20°C até
0 momento das andlises enzimaticas.

A atividade da AChE de homogeneizado de cérebro e cerebelo foi
determinada pelo método de ELLMAN et al. (1961) modificado por PEREIRA et
al. (2004). O meio de ensaio contendo DTNB 1.04 mmol e tampéao fosfato de
potassio 24 mmol pH 7,2, foi incubado por 2 minutos a 30°C com 25 ni da
amostra e a reacao iniciada com adicdo de acetiltiocolina (ATC) 0,83 mmol L.
O produto da reacao foi determinado em 412 nm durante 2 min. A atividade foi
expressa em nmmol de ATC hidrolisada h'* mg de proteina™. A concentracédo de
proteina das amostras do homogeneizado de cérebro e cerebelo foi
determinada pelo método de azul Coomasine (BRADFORD, 1976), utilizando-
se a albumina sérica bovina como padréo.

Todas as analises foram avaliadas em duplicata ou triplicata. Os
resultados estdo apresentados como meédia * erro padrdo (mzep), foram
analisados pela andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA), seguidas
pelo teste de raio multiplo de Duncan utilizando o programa SPSS/PC
(Statistical Package for Social Sciences). As diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando P = 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Ratos Wistar sdo considerados modelos apropriados para estudos com
Trypanosoma evansi por apresentarem a parasitemia tipica dos tripanossomos
(WOLKMER, et al. 2007). O T. evansi foi detectado no sangue periférico de
todos os ratos 24h apds a inoculagéo intraperitoneal do parasito e o grau de
parasitemia periférica diaria aumentou de forma progressiva. A média de
parasitas foi de 10* e 10° por niL de sangue no 3° e no 5° dpi, respectivamente.
Sinais clinicos como apatia e fraqueza foram observados a partir do 4° dpi e no
5° dpi dois animais apresentaram quadro convulsivo. A infec¢éo pelo T. evansi
nao alterou o peso (Tabela 1)

Tabela 1- Pesos de cérebro e cerebelo de ratos Wistar no 3° e 5° dia pés-infeccdo com
Trypanosoma evansi, grupos T, e T, respectivamente, comparados com o grupo controle
(néo infectados).

Grupo
Cérebro (g) Cerebelo (g)
Controle

1,29 + 0,02 0,28 + 0,012
T

1,28 + 0,03 0,28 + 0,005
T,

1,32 £0,02 0,29 + 0,009

Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo, n=5

Pode-se observar uma tendencia a alteracdo da atividade da AChE de
cérebro e cerebelo (P@,06; Figura 1). Provavelmente devido ao curto tempo
de infecgcdo em ratos, pois estes animais ndo sobrevivem mais de sete dias
parasitados. A AChE é uma importante enzima regulatéria que controla o
impulso nervoso colinérgico, tanto nas sinapses colinérgicas cerebrais quanto
nas musculares (TAYLOR & RADIC, 1994). As AChEs regulam o efeito do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), pois se o0 mesmo permanecesse ligado
por longo tempo aos receptores causaria uma superestimulacdo do sistema
colinérgico, levando a sinais como: agitacdo, fragueza muscular, miose,
hipersalivacdo, sudorese, insuficiéncia respiratoria, inconsciéncia, confuséo
mental, convulsdo e morte (PATRICK, 2001). Ainda tem-se correlacionado sua
participacdo no crescimento e adesédo celular (DARBOUX et al., 1996),
neurogénese (LAYER, 1990), sinaptogénese (LAYER, 1991) e hematopoiese
(LEV-LEHMAN et al., 1994). Contudo, o efeito da infeccao pelo protozoario na
atividade da acetilcolinesterase (AChE) merece estudo mais aprofundado.
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Figura 1 - Efeito da infeccdo por Trypanosoma evansi em ratos Wistar na atividade de
acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e cerebelo avaliadas no 3° (Ty) e 5° (T;) dia pos-
inoculacdo e comparados com o grupo controle (ndo infectados). Os resultados sao
apresentados em média e erro padrao (teste de Duncan: P<0,05; n=5).

CONCLUSAO

Este estudo demonstra que ratos da espécie Rattus norvegicus da
linhagem Wistar submetidos a infeccdo experimental pelo parasito
Trypanosoma evansi nao demonstram alteragdes significativas da atividade da
acetilcolinesterase no cérebro e cerebelo.
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