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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
aceturato de diminazeno e do dipropionato de imidocarb no
controle da infeccdo por Trypanosoma evansi em ratos (Rattus
norvegicus) infectados experimentalmente. Cingiienta e quatro
ratos machos foram inoculados via intraperitonial com 10*
tripomastigotas de T. evansi/animal. Os ratos foram
monitorados diariamente por meio de esfregago sanguineo
periférico. No momento em que se observassem oito
protozoarios por campo microscépico de 1000x, era iniciado
0 tratamento com as drogas (dia zero). O estudo foi dividido
em dois protocolos terapéuticos e os farmacos foram
administrados via intramuscular. O primeiro protocolo foi
aplicado nos grupos A, B, C e D e o segundo protocolo nos
grupos E, F, G e H. O grupo controle foi identificado como
grupo I, ndo medicados. No primeiro protocolo, os ratos
receberam uma dose Unica dos farmacos no dia zero e sempre
que se observasse T. evansi na circulagdo periférica. No segundo
protocolo, os roedores receberam as mesmas doses, no entanto,
por cinco dias consecutivos. No primeiro protocolo, os dois
principios ativos ndo apresentaram eficacia curativa, ocorrendo
reincidéncia da parasitemia apds alguns dias do tratamento.
No segundo protocolo, o aceturato de diminazeno eliminou a
forma tripomastigota da circulacdo e os ratos foram
eutanasiados ap6s 90 dias do inicio do tratamento. Os roedores
tratados com dipropionato de imidocarb apresentaram recidiva
da infecclo apos 30 dias. Na histopatologia néo se observou
alteracdo renal e hepética relacionada a doenga ou aos
medicamentos testados. Com base nos resultados, foi concluido
que o aceturato de diminazeno, quando administrado por
cinco dias consecutivos, é efetivo no tratamento da
tripanossomose em ratos.

Palavras-chave: tripanossomose, imidocarb, aceturato,
roedores, histopatologia.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the efficacy
of diminazene aceturate and imidocarb dipropionate in the
control of Trypanosoma evansi infection in rats (Rattus
norvegicus) experimentally infected. Fifty-four male rats were
inoculated through intraperitoneal route with 10* T. evansi
trypomastigotes. The rats were evaluated daily by periferic blood
smears examination and treated when eight flagellated parasites
were observed in 1000x microscopic field. Two therapeutics
protocols were used. The first one included Groups A, B, C, D
in which the rats were submitted to a single dose of the testing
drugs administered by intramuscular route at the day 0 and
again when T. evansi was observed in the blood smears. The
rats of the second protocol (Groups E, F, G, H) were submitted
to the same treatment by five consecutive days. Four rats (Group
1) were used as control and were not submitted to any treatment.
Tested drugs did not show any curative effect when used in the
first protocol, since parasitaemia was evident few days after
treatment. The use of diminazene aceturate in the second
protocol resulted in elimination of the trypomastigotes from
circulation. In this case the rats were euthanized at the day 90.
The infection recurred 30 days after the administration of
imidocarb dipropionate. Histologically, no lesions were found
in the liver or kidney. Diminazene aceturate is effective in treating
trypanosomosis in rats when used five days consecutively.

Key words: trypanosomosis, imidocarb, aceturate, rodents,
histopathology.

INTRODUCAO

Trypanosoma evansi € um protozoario da
secdo salivaria, agente etiolégico da doenca conhecida
como Mal das Cadeiras ou surra em eqiinos (SILVA et
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al., 2002). E geralmente monomorfico, tem um pequeno
cinetoplasto subterminal, embora existam formas
acinetoplasticas, como as cepas brasileiras (VENTURA
etal., 2000). Ele apresenta ampla distribui¢do geogréfica,
ocorrendo na Africa, India, Malasia, Indonésia, China,
Russia, Filipinas, América Central e América do Sul. E
comumente observado parasitando o sangue de
cavalos, camelos, burros, bovinos, zebuinos, caprinos,
suinos, caes, bufalos, elefantes, capivaras, quatis,
antas, veados, pequenos roedores silvestres e
humanos (SILVAetal., 2002; JOSHI et al., 2005).

Os tripanossomas sdo parasitos
digenéticos, que reproduzem-se por fissdo binaria
longitudinal, quando estdo no sangue de seu
hospedeiro (BRUN et al., 1998). Os tripomastigotas,
presentes nos vasos sangiineos de vertebrados, sdo
transmitidos por insetos hematéfagos durante o
repasto sangliineo (SILVAet al., 2002). Em eq(iinos, a
doenca provoca anemia, edema de membros e partes
baixas, febre, letargia, perda de apetite, emagrecimento,
lacrimejamento, aborto, perda de condigdo corporal,
formacGes de placas cutaneas (onde os pélos ficam
ericados), sangramentos nasais e oculares e uma
claudicacéo tipica, que denomina a enfermidade, sendo
rapidamente fatal em roedores, cées, eqliinos e camelos
(KUBIAK & MOLFI, 1954; MAHMOUD & GRAY, 1980;
SILVAetal., 1995; CARREIRA, 2005). Em ratos 0s sinais
clinicos de apatia e prostragao somente sdo observados
24 horas antes da morte dos animais (DOYLE et al.,
2007).

O aceturato de diminazeno é o produto mais
comumente usado no controle das tripanosomoses dos
animais domésticos por apresentar alto indice
terapéutico na maioria dessas espécies (PEREGRINE
& MAMMAM, 1993). E uma diamidina que tem
atividade tripanocida, babesicida e bactericida,
principalmente para Brucella sp. e Streptococcus sp..
Os fabricantes indicam uma dose Unica de 3,5mg kg
para eqlinos, bovinos, ovinos e caninos, ocorrendo
desaparecimento dos sinais clinicos em 24 horas
(BRENDERetal., 1991).

O dipropionato de imidocarb é uma
carbanilida, cuja acdo baseia-se na alteracdo
morfolégica e funcional do ndcleo e do citoplasma do
parasito. Os residuos metabdlicos deste farmaco sdo
depositados no figado e no rim por longo periodo, 0
que pode resultar em necrose nesses 0rgaos.
(ANDRADE & SANTAREM, 2002). Em bovinos, 0s
derivados do imidocarb sdo recomendados para a
quimioprofilaxia da tristeza parasitaria bovina, devido
ao seu efeito babesicida e anaplasmicida (FARIAS,
1998).

O controle da tripanossomose &
preocupante, pois 0s medicamentos vendidos
comercialmente nao apresentam eficacia no combate
ao T. evansi, mesmo quando usados na posologia
indicada, ocorrendo recidiva da doenca. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do aceturato de
diminazeno e do dipropionato de imidocarb, com
diferentes protocolos terapéuticos, no controle de
infeccBes por Trypanosoma evansi em ratos (Rattus
norvegicus) infectados experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no biotério
experimental do Laboratorio de Parasitologia Veterinaria
da Universidade Federal de Santa Maria, onde 0s
roedores receberam diariamente ragéo comercial e gua
a vontade, sendo mantidos em temperatura e umidade
controlada (25°C; 70% UR). Foram utilizados 54 ratos
(Rattus norvergicus) machos, com dois meses de idade,
separados em nove grupos com seis animais cada.

Todos os animais foram inoculados no dia
zero, com uma cepa de T. evansi isolada de um céo
infectado naturalmente, no municipio de Uruguaiana,
Rio Grande do Sul (COLPO et al., 2005), mantida em
laboratdrio sob cultura viva em ratos wistar. O sangue
foi inoculado via intraperitoneal na concentragdo de
10* tripomastigotas/animal. Os ratos foram monitorados
diariamente por meio de esfregaco sanguineo periférico
(SILVAetal., 2006).

Nos grupos tratados, os medicamentos
somente foram administrados quando foram observados,
no esfregaco sangliineo, em média, oito tripomastigotas
por campo microscépico em aumento de 1000 vezes. O
estudo foi dividido em dois protocolos terapéuticos,
administrados via intramuscular. No primeiro protocolo,
o0s animais dos grupos A, B, C e D receberam uma dose
Unica das drogas testes no dia zero e, posteriormente,
sempre quando apresentavam o T. evansi na circulacéo
periférica com o objetivo de manter os ratos vivos por
mais de 60 dias. No segundo protocolo, os grupos E, F,
G e H receberam as mesmas doses do outro protocolo,
no entanto, em intervalos de 24 horas, por cinco dias
consecutivos. O grupo controle, grupo I, contendo o
mesmo nimero de animais dos demais grupos, nao
recebeu medicacédo. Os ratos medicados com aceturato
de diminazeno receberam 3,5mg kg (grupos Ae E) e
7mg kg' (grupo B e F) e os animais tratados com
dipropionato de imidocarb receberam 2mg kg (grupo C
e G)e4mgkg* (grupo D e H).

No primeiro protocolo, 0os medicamentos
somente foram administrados até 60 dias apds inicio
do estudo, no entanto, os animais foram acompanhados
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por 90 dias. Considerou-se eficaz 0 medicamento que
ndo ocasionou a morte dos ratos no decorrer do
experimento e que foi capaz de eliminar o protozoario
da circulacéo periférica. No segundo protocolo, os ratos
que sobreviveram ao tratamento também foram
acompanhados por 90 dias.

Os animais mortos ou sacrificados foram
necropsiados, segundo as técnicas descritas por
LUCCA et al. (1996). Na necropsia, foram coletados
fragmentos de figado e rim de dois animais por grupo.
Todos os fragmentos foram fixados em formol
tamponado a 10%, processados rotineiramente para
histologia e corados pela hematoxilina-eosina.

A andlise estatistica dos dados foi feita por
andlise de variancia (ANOVA), seguida da aplicacao
do teste de TUKEY para comparacéo entre as médias
(SILVA&AZEVEDO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se, neste estudo, diferenca
estatistica significativa quanto ao ndmero de doses,
ao intervalo entre doses e a longevidade de ratos dos
gruposA, B, C e D. Alongevidade dos animais tratados
foi superior, estatisticamente, ao grupo controle, mas o
protocolo terapéutico utilizado nos grupos A, B,Ce D
ndo apresentou eficacia medicamentosa (Tabela 1).

As doses de 3,5 e 7mg kg de aceturato de
diminazeno (grupos A e B), administradas em dose Gnica
no dia zero, ndo controlaram a infec¢éo, pois o flagelado
retornou a circulacdo apos 25 e 37 dias,
respectivamente. No entanto, a dose de 7mg kg
proporcionou um maior intervalo entre aplicacGes e
conseqlente reducdo no ndmero destas, sendo usadas
somente duas doses no periodo de 60 dias. Os ratos
dos grupos A e B, tratados com aceturato, apresentaram
uma longevidade 84,2 e 70,6 dias, respectivamente
(Tabela 1). DOYLE etal. (2007) testaram a eficacia do

aceturato na dose de 3,5mg kg* em ratos infectados
experimentalmente com T. evansi, sendo observada uma
longevidade dos machos de 28,8 dias apds tratamento.
Neste estudo, os resultados poderiam ser semelhantes
se os ratos do grupo A ndo fossem tratados no dia 25,
guando a parasitemia retornou (Tabela 1), pois animais
tratados com aceturato de diminazeno podem
apresentar residuos do medicamento até 21 dias depois
de administrados, o que explicaarecidiva (MILLER et
al., 2005).

Outros trabalhos apresentaram resultados
satisfatdrios no controle da infeccéo por T. evansi em
ratos, quando utilizadas as posologias de 10 e 20mg
kg de aceturato de diminazeno (ELAMIN etal., 1982).
ODIKA etal. (1995) avaliaram a eficiéncia da droga na
dose de 7mg kg e em associagdes com cloridrato de
litio e dexametasona em ratos infectados por
Trypanosoma brucei, sendo concluido pelos autores
que o aceturato, quando associado ao cloridrato de
litio, € mais eficaz no combate a tripanossomose. A
associacdo de aceturato de diminazeno com
difluorometilornitina também é efetiva no tratamento
de T. brucei emratos (ONYEYILI & ONWUALU, 1991).
Os trabalhos citados anteriormente apresentaram bons
resultados farmacoldgicos, tanto no uso individual
como nas associa¢Bes. Entretanto, neste estudo, as
doses administradas para os grupos A e B ndo tiveram
a mesma eficécia, pois, apds alguns dias, houve
reincidéncia da parasitemia, sendo necessarias novas
doses para manter o animal vivo.

A administracdo de dipropionato de
imidocarb na dose Unica de 2 e 4mg kg™ nos grupos C
e D propiciou o controle da parasitemia, embora tenham
sido necessarias sete e cinco doses no periodo de 60
dias, respectivamente. Nesses grupos, verificou-se que
na dose de 4mg kg* ocorreu um maior intervalo entre
aplicac@es, possivelmente devido a maior quantidade
de residuos do medicamento na circulagdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero e intervalo entre doses, longevidade e parasitemia final de ratos medicados, nas diferentes concentragdes de aceturato de
diminazeno e dipropionato de imidocarb contra Trypanosoma evansi em ratos infectados experimentalmente, durante 60 dias

Parasitemia final

Drogas Grupos  Doses mg kg  Namero de doses  Intervalo entre doses  Longevidade (dias) (flagelados/campo)
Diminazeno A 35 3 25% 84,2° 195,67

B 7,0 2° 37° 70,6° 201,0°
Imidocarb C 2,0 7° 7° 64° 210,8°

D 4,0 5 11¢ 77,68° 198,8°
Controle I 0,0 0° 0° 5,2¢ 136,2°

Obs: Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de TUKEY.
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As drogas aceturato de diminazeno (grupos
E e F) e dipropionato de imidocarb (grupos G e H),
administradas por cinco dias consecutivos,
apresentaram diferenca estatistica significativa entre
0s principios ativos utilizados, mas néo entre as doses.
Nos ratos dos grupos E e F, ndo se observou o parasito
na circulacdo, sendo estes sacrificados apds 90 dias
do tratamento (Tabela 2). Os resultados obtidos
sugerem que essa terapia pode ser utilizada na cura de
outras espécies animais como cavalos, bovinos e
caninos.

Em experimentos com aceturato de
diminazeno na dose de 3,5mg kg! no tratamento de
bufalos e camelos infectados por T. evansi, observou-
se controle da infec¢do, no entanto, houve reincidéncia
da parasitemia ap6s alguns meses (LUN et al., 1991;
MAINA et al., 2003). Ja bovinos infectados por
Trypanosoma vivax, T. congolense e T. brucei depois
de medicados com esse principio ativo, foram
considerados curados da enfermidade (MAGONA etal.,
2004). No presente estudo, 0 medicamento quando
administrado por cinco dias consecutivos, manteve 0s
animais livres do parasito na circulagdo. Entretanto, com
uma dose Unica da droga, os ratos apresentaram
reincidéncia da doenca, no primeiro protocolo, com
aceturato de diminazeno, assim como ocorreu nos
camelos e bifalos (LUN etal., 1991; MAINA etal., 2003).

Os animais medicados com dipropionato de
imidocarb nos grupos G e H apresentaram uma
longevidade de 31,4 e 32,8 dias, respectivamente.
Dados semelhantes aos dados deste trabalho foram
observados em camundongos parasitados por T.
brucei, em que se utilizou imidocarb na dose de 10mg
kg por trés dias consecutivos e obteve-se uma
longevidade de 30 dias, superior ao grupo que néo foi
tratado (NATHAN et al., 1979).

Em camundongos infectados
experimentalmente por Leishmania amazonensis,

flagelado da mesma familia do T. evansi, o dipropionato
de imidocarb na dose de 34mg kg, via subcutanea, foi
eficaz no combate deste protozoario (RODRIGUES et
al., 2006). Esta droga também apresenta bons resultados
no combate de Babesia sp. em cavalos, caes e roedores,
e Anaplasma marginale em bovinos (VIAL &
GORENFLQOT, 2006; COETZEE etal., 2006).

Neste estudo, os roedores que morreram em
decorréncia da enfermidade (grupo controle) e
ineficacia dos medicamentos (gruposA, B, C, D, Ge H)
apresentaram parasitemia final, entre 136,2 e 210,8
tripomastigotas-campo, sendo observada diferenca
estatistica entre os grupos tratados e grupo controle
(Tabela 1 e 2). SILVAetal. (2007) verificaram, em ratos
infectados via oral com T. evansi, parasitemia
semelhante ao do grupo controle do presente estudo
(125 tripomastigotas-campo).

Na histopatologia ndo foram observadas
alteracbes renais e hepaticas relacionadas a
tripanossomose ou aos medicamentos administrados.
Entretanto, outros autores reportam alteragGes
inflamatérias, necrose e substituicdo de células
hepaticas por células inflamatérias mononucleares no
figado, infiltracdo de linfocitos, hemorragias interlobular
e glomerulite nos rins de ratos infectados por T. evansi.
(BISWAS etal., 2001; HAROUN et al., 2003). Apesar
de ndo terem sido observadas alteragfes hepaticas e
renais neste trabalho, a literatura considera o
dipropionato de imidocarb nefrotoxico e hepatotoxico
quando utilizado em doses elevadas ou por varios dias
consecutivos (ADAMS, 1981).

CONCLUSAO

Nas condi¢cbes deste experimento, o
aceturato de diminazeno foi eficaz no controle da
tripanossomose causada pelo T. evansi em R.
norvegicus apenas quando utilizado por cinco dias

Tabela 2 - Avaliagdo da longevidade e parasitemia final de ratos infectados por Trypanosoma evansi, medicados com diferentes doses de
aceturato de diminazeno e dipropionato de imidocarb, por cinco dias consecutivos, a partir do dia zero.

Drogas Grupos Doses (mg kg?) Longevidade (dias) Parasitemia final (flagelados/campo)
Diminazeno E" 35 90° 0,0°
F 7,0 90° 0,0°
Imidocarb G 2,0 31,4° 208,8"
H 4,0 32,8° 193,8°
Controle 1 0,0 5,2° 136,2°

“Ratos eutanasiados ap6s 90 dias.

Obs: Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de TUKEY.
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consecutivos. Ao contrario, o dipropionato de
imidocarb ndo foi eficaz para o controle desta
enfermidade em nenhuma posologia. Nenhum dos
medicamentos empregados causou lesfes hepaticas
ou renais nos animais tratados.
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