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INTRODUCAO

As tripanossomiases sao causadas por espécies do género
Trypanosoma, que pertencem ao filo Euglenozoa, da classe Mastigophora,
ordem Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina. A caracteristica principal
desses protozoarios € a presenca de um cinetoplasto localizado na base do
flagelo, que contétm o DNA mitocondrial (VICKERMAN, 1976). Os
tripanossomas patogénicos de importancia na pecuaria estao classificados na
secao Salivaria, dos quais apenas 0 Trypanosoma vivax, Trypanosoma
equiperdum e Trypanosoma evansi foram encontrados na América do Sul
(SILVA et al., 2002).

Trypanosoma evansi € um parasita comum nos tropicos, que causa uma
doenca séria e de grande importancia econbmica em animais domeésticos
(OME et.al, 2007). Afeta muitas espécies de animais domésticos e selvagens
(FRANKE et al., 1994). Sua transmissdo é essencialmente mecéanica. 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 transmissao
por carrapatos (CAMARGO et al., 2004).

As colinesterases sao enzimas presentes em tecidos colinérgicos e néo
colinérgicos assim como no sangue e outros fluidos corporais. S&o divididas
em duas classes de acordo com suas propriedades cataliticas e especificidade
aos substratos, sensibilidade a inibidores e distribuicdo tecidual: AChE e a
butirilcolinesterase BchE (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989). A AChE, é
responsavel pela hidrolise rapida do neurotransmissor acetilcolina. A AChE
estd amplamente distribuida no sistema nervoso central, musculos e
membrana de eritrécitos (DAVE et al., 2000). A butirilcolinesterase é uma
enzima que atua na butirilcolina, mas também hidrolisa a acetilcolina. Possui
alta atividade no figado, intestinos, coracéo, rins e pulmdes. A BChE sérica &
sintetizada no figado e liberada para o plasma (COKUGRAS, 2003).

A butirilcholinesterase estd envolvida em diferentes atividades
enzimaticas semelhante a acetilcholinesterase. O papel da acetilcolinesterase
na neurotransmissédo esta bem definido, porém a real funcdo da BChE ainda
nao foi totalmente esclarecido. Ambas as enzimas possuem f6é rmula molecular
similar com diferente distribuicdo tecidual. A sua atividade tem sido avaliada
nos processos de detoxificagdo de organosfosforados, na regulagdo da
transmicdo colinérgica, na inativacdo de algumas drogas como cocaina,
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aspirina ou na inativacdo de outras substancias como heroina (COKUGRAS,
2003).

Animais infectados por Trypanosoma evansi desenvolvem anemia
(WOLKMER et al., 2007) e sinais clinicos de disturbio neurolégico sao descritos
no estagio final da doenca (RODRIGUES et al., 2005). Em recente relato da
primeira infeccdo por T. evansi em humanos foi descrito sinais de déficit
sensorial, desorientacdo, agitacdo e agressdo (JOSHI et al., 2005). Contudo
ndo ha estudos quanto ao efeito da infeccdo por T. evansi nas atividades
neuroquimicas dos hospedeiros. Sendo assim, o objetivo deste experimento foi
avaliar se a infeccdo aguda por T. evansi altera a atividade de
butirilcolinesterases em ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 15 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
machos com 90 dias (230-270 g) oriundos do Biotério Central da UFSM. Os
animais foram mantidos em gaiolas, com temperatura e umidade controlada
(25°C e 80% UR) e livre acesso a agua e ao alimento (racdo comercial para
roedores).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos de cinco. O
grupo controle recebeu 0,2 ml de solucéo fisiologica, pela via intraperitoneal
(animais néo inoculados). Os grupos teste 1 (T;) e teste 2 (T,) foram inoculados
pela mesma via com 0,2 ml de sangue contendo 10* T. evansi, proveniente de
um rato infectado experimentalmente. A parasitemia individual foi avaliada
diariamente pela pesquisa microscopica do esfregaco de uma gota de sangue
coletada da cauda de cada animal. As laminas foram coradas por Panético
Rapido® e observadas em microscépio 6ptico de luz no aumento de 1.000
vezes, estipulando-se a média de tripanossomos em dez campos homogéneos
focados aleatoriamente.

Os animais foram anestesiados em camara éter etilico 99% para coleta de
sangue, por puncédo cardiaca no 3° (T1) ou 5° dia pos infeccdo (T, e controle).
O sangue foi coletado em tubos com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a
10%. As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 min a 1.000 g, e o
plasma foi congelado até o momento das analises. A atividade enzimatica da
BChE plasmaética foi determinada pelo método de ELLMAN et al. (1961). O
sistema contendo tampé&o fosfato de potéassio 0,1 mol L', pH 7,4; DTNB 0,30
mmol L' e 50 nL de plasma foi incubado por 2 min. a 30°C e a reagéo foi
iniciada pela adicao de butiriltiocolina (BTC) 1 mM. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro por 2 min a 412 nm. As amostras foram analisadas em
duplicata ou triplicata. A atividade enzimatica foi expressa em nmmol de BTC
hidrolisada h™* mL de plasma™.

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo (mzep) e
foram analisados pela analise 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

O T. evansi foi detectado no sangue periférico de todos os ratos 24h
apos a inoculacéo intraperitoneal do parasito. O grau de parasitemia aumentou
progressivamente (Figura 1). Sinais clinicos como apatia e fragueza foram
observados a partir do 4° dpi, demonstrando que esta linhagem de ratos possui
extrema suscetibilidade a infec¢des por T. evansi, que produz uma sindrome
aguda.
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Figura 1 — Variagdo da média diaria da parasitemia avaliada em esfregaco de uma gota de
sangue da cauda de ratos Wistar, inoculados com Trypanosoma evansi. A eutanasia foi
realizada no 3° e 5° dia pds-inoculagdo, grupos T; e T, respectivamente,

Os animais do grupo T apresentaram reducédo na atividade da BChE
plasmatica (Figura 2). O papel da BChE na neurotransmissdo ndo esta bem
definido, porém sabe-se que esta enzima tem pequeno papel na hidrdlise da
acetilcolina e butirilcolina, e a redugcdo na sua atividade poderia estar
interferindo na transmissao do impulso nervoso. Como a BChE plasmética tem
sua sintese no figado (WESCOE et al.,, 1947), a diminuicdo da atividade
sintética hepatica trara como consequéncia reducdo na atividade da enzima
(SINGH et al., 1976; LEMBERG & MACCHI, 1981). Estudos realizados em
diversas espécies de animais infectados com T. evansi demonstraram que a
doenca cursa com lesdo hepatica (AQUINO et al., 2002; HERRERA et al.,
2002). Outros fatores que podem estar envolvidos com a reducao da BChE é a
anemia (PATINKIN et al., 1994) e infec¢des agudas (WHITTAKER, 1980).
Assim, a reducdo da atividade da BChE na infeccdo por T. evansi
possivelmente esteja envolvida com lesdo hepatica, anemia e até mesmo pela
presenca da infeccdo aguda no hospedeiro. Segundo WHITTAKER (1980), a
reducéo de 25% da atividade da enzima em condi¢cdo de doencga poderia levar
a morte.
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Figura 2 — Efeito da infeccdo por Trypanosoma evansi em ratos Wista na dividade da
butirilcolinesterase (BChE) plasmatica, sendo avaliadas no 3° (T;) e 5° (T;) dia pés-inoculagéo
e comparados com o grupo controle (ndo infectados). Os resultados sdo apresentados em
média e erro padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatistica (teste de Duncan:
P<0,05; n=5).

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a
infeccdo aguda por T. evansi em ratos Wistar reduz a atividade da
butirilcolinesterase plasmética.
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