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RELAÇÃO ENTRE AS IMUNOMARCAÇÃO PARA iNOS, CARGA 
PARASITÁRIA, PARASITEMIA E SUAS LESÕES EM DIFERENTES 

ÓRGÃOS DE RATOS WISTAR EXPERIMENTALMENTE 
INFECTADOS COM TRYPANOSOMA EVANSI 

 

RESUMO-Trypanosoma evansi acomete diversas espécies de animais em 
todo o mundo. A infecção se caracteriza por intensa parasitemia associada a 
anemia, que evolui para lesões teciduais atribuídas à resposta autoimune do 
hospedeiro. O objetivo desse estudo foi avaliar a evolução da infecção 
experimental pelo Trypanosoma evansi até as fases mais tardias da infecção, a 
partir das lesões patológicas, estresse oxidativo tecidual, parasitemia e parâmetros 
hematológicos. Para tal, os ratos infectados com T. evansi foram eutanasiados aos 
7, 14, 21, 28 e 35 dias após a inoculação (DAI), os animais foram anestesiados, e 
posteriormente colhidos 5 ml de sangue intracardíaco com anticoagulante etileno 
diamino tetra acetato de sódio (EDTA). Os achados histopatológicos foram 
avaliados de acordo com o tipo de lesão e a incidência de T. evansi, sendo descrita 
a localização da lesão e determinada a intensidade por escores. O estresse 
oxidativo foi avaliado a partir da resposta imune celular por imunomarcações da 
enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) de imunohistoquímica. A carga 
parasitária foi detectada pela imunomarcação do parasita pela mesma técnica. Foi 
notada uma acentuada anemia no DAI 21. No baço, a hiperplasia linfoide em todos 
os momentos, evidenciando-se no DAI 35. No coração, presença de parasitas no 
interior de vasos e câmaras ventriculares, no DAI 21 e infiltrado inflamatório 
polimorfonuclear em todos os momentos, porém, extremamente acentuado no DAI 
28. Nos rins notou-se a presença do parasita a partir do DAI 14 associado a uma 
nefrose tóxica. Nos pulmões poucos parasitas, espessamento de septos 
alveolares, hemorragia em todo período da infecção e infiltrado inflamatório 
polimorfonuclear. Nos linfonodos poplíteos com parasitas a partir do DAI 28 e 
intensa presença de mastócitos (MCs) em DAI 21. No encéfalo, foi observado a 
descontinuidade da barreira hematoencefálica, em DAI 21. Os resultados foram 
importantes para elucidar a infeção por tripanossomíases, e o hospedeiro nos 
diferentes momentos diante desse cenário. Em todos os órgãos foram detectados a 
presença de parasita por imuno-histoquimica, apresentando maior intensidade em 
DAI21, e nos próximos momentos reduzindo significamente. Assim como a 
intensidade de células imunomarcadas para o óxido nítrico foi alta entre DAI14 e 
DAI 21 e após esse momento reduziram. Os dados mostram que o óxido nítrico 
pode lesionar os tecidos do hospedeiro como o parasita, e assim reduzindo a carga 
parasitária. 

Palavras–chave: imunohistoquímica, óxido nítrico, parasitemia, radicais livres,   
trypanosomíases 
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RELATIONSHIP BETWEEN IMMUNOMARKEYS IN iNOS, PARASITIC CHARGE, 
PARASITEMIA AND ITS INJURIES IN DIFFERENT WISTAR RAT ORGANS 

EXPERIMENTALLY INFECTED WITH TRANSPANOSOMA EVANSI 

 

ABSTRACT-Trypanosoma evansi affects several species of animals 
worldwide. The infection is characterized by intense parasitemia associated with 
anemia, which evolves to tissue lesions attributed to the host's autoimmune 
response. The objective of this study was to evaluate the evolution of the 
experimental infection by Trypanosoma evansi until the later stages of the infection, 
from the pathological lesions, tissue oxidative stress, parasitemia and hematological 
parameters. To that end, mice infected with T. evansi were euthanized at 7, 14, 21, 
28 and 35 days after inoculation (DAI), animals were anesthetized, and 5 ml of 
intracardiac blood was then collected with anticoagulant ethylene diamine 
tetraacetate sodium (EDTA). The histopathological findings were evaluated according 
to the type of lesion and the incidence of T. evansi. The location of the lesion was 
described and the intensity determined by scores. Oxidative stress was evaluated 
from the cellular immune response by immunostaining of the enzyme inducible nitric 
oxide synthase (iNOS) immunohistochemistry. The parasite load was detected by 
immunolabeling the parasite by the same technique. It was noted a marked anemia 
in DAI 21. In the spleen, lymphoid hyperplasia at all times, evidenced in DAI 35. In 
the heart, presence of parasites inside vessels and ventricular chambers, in DAI 21 
and polymorphonuclear inflammatory infiltrate in all However, the presence of the 
parasite from the DAI 14 associated with a toxic nephrosis was observed in the 
kidneys. In the lungs few parasites, thickening of alveolar septa, hemorrhage 
throughout the infection period and polymorphonuclear inflammatory infiltrate. In 
popliteal lymph nodes with parasites from DAI 28 and intense presence of mast cells 
(MCs) in DAI 21. In the brain, the discontinuity of the blood-brain barrier was 
observed in DAI 21. The results were important to elucidate the infection by 
trypanosomiasis, and the different moments in front of this scenario. In all organs the 
presence of parasite was detected by immunohistochemistry, showing a greater 
intensity in DAI21, and in the next moments reducing significantly. As well as the 
intensity of cells immunolabelled for nitric oxide was high between DAI14 and DAI 21 
and after that time reduced. The data show that nitric oxide can injure host tissues 
like the parasite, and thus reduce parasitic burden. 
Keywords: immunohistochemistry, nitric oxide, parasitemia, free radicals, 
trypanosomiasis 
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1. INTRODUÇÃO 

  

Trypanosoma evansi possui ampla distribuição mundial, ocorrendo na 

África, Ásia, Europa, América Central e do Sul (DESQUESNES et al., 2013). 

Embora anteriormente T. evansi não fosse considerado uma zoonose, 

recentemente surgiram confirmações de seu potencial zoonótico (JOSHI et al., 

2006). Há inúmeros relatos de infecções em animais domésticos como equídeos, 

bovinos, cães, gatos e pequenos ruminantes, além de camelos, capivaras, quatis, 

veados e coelhos (Biswas et al. 2001; Cadioli et al. 2006; Verdillo et al. 2012). 

Ratos Wistar são altamente susceptíveis ao T. evansi, o que os torna 

modelos experimentais importantes (Silva et al. 2007; Gressler et al. 2009). Em 

ratos experimentalmente infectados foram observadas anemia intensa, caquexia 

e  sinais clínicos neurológicos (CADIOLI et al., 2006).  

Há muito tempo supõe-se que as lesões relacionadas à infecção pelo T. 

evansi, ocorrem de modo indireto, pela capacidade deste hemoparasita em 

substituir suas glicoproteínas variantes de superfícies (GVS), um importante 

mecanismo de evasão do sistema imune, mas que conduz à autoimunidade 

(MACGREGOR et al., 2013), levando a danos teciduais por imunocomplexos. 

O estresse oxidativo tem sido sugerido como um dos mecanismos para 

fisiopatogenia de doença causada por T.evansi (MURRAY et al., 2008). Assim, entre 

os marcadores de estresse oxidativo o oxido nítrico (NO) é considerado importante 

por reagir com moléculas biológicas e outras espécies reativas de oxigênio 

(TATSCH et al., 2011). Já se sabe que o NO plasmático se apresenta elevado em 

infecções experimentais por T.evansi e torna-se genotóxico tanto para o hospedeiro 

como para o parasita (BALDISSERA et al, 2016). 

No exame anatomopatológico em ratos, podem ser observadas mucosas 

pálidas, edema do tecido subcutâneo e órgãos linfoides (OHAERI, 2010). Em 

coelhos, esplenomegalia, hepatomegalia, congestão acentuada dos pulmões e 

presença de líquido na cavidade peritoneal (RAYULU e REDDY, 2015). No exame 

histopatológico realizado em órgãos de equídeos experimentalmente infectados 

com Trypanosoma evansi podem ser detectadas alterações no cérebro, cerebelo e 
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medula  espinhal, relacionados a meningoencefalite e mielite (CADIOLI et al., 

2006), lesões similares foram observadas em ratos Wistar (SILVA; CEOLIN; 

OLIVEIRA, 2007) e em outros roedores, nos quais  há  predomínio  de  lesões  

degenerativas em baço, fígado, pulmão, coração e rins (BISWAS; CHOUDHURY; 

MISRA, 2001). Outros órgãos de ratos Wistar experimentalmente infectados 

com T. evansi como adrenais e encéfalo também são seriamente afetados, 

apresentando degeneração, trombose e infiltrados inflamatórios, além do 

esgotamento das reservas de tecido adiposo (RAYULU; REDDY, 2015). 

Os estudos realizados com T.evansi nas diferentes espécies de animais 

avaliaram a infecção em apenas um momento da infecção. Assim, o presente 

trabalho objetiva avaliar o estresse oxidativo de acordo com a evolução da 

infecção por T.evansi em diferentes momentos de acordo com a parasitemia, 

parâmetros hematológicos e lesões patrológicas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Trypanosoma evansi é um protozoário responsável pela doença conhecida 

como “mal das cadeiras” ou “Surra” (DESQUESNES et al., 2013), sendo 

considerado recentemente uma zoonose, em 2005 na Índia foi relatado o primeiro 

caso de infecção por T.evansi em humanos (JOSHI et al., 2006).  Há inúmeros 

relatos de infecções por este parasita em animais domésticos como equídeos 

(RODRIGUES et al., 2005), bovinos (SILVA; OLIVEIRA, 2007), cães (DE AQUINO 

et al., 1999), gatos (TARELLO, 2005;DA SILVA et al., 2009), coelhos (UCHE; 

JONES, 1992;SILVA et al., 2008) e ratos Wistar (BALDISSERA et al., 2016b). 

O Trypanosoma evansi tem origem Africana, pertencente à ordem 

Kinetoplastida, família Tripanosomatidae, gênero Trypanosoma, secção Salivaria, 

pelo fato do parasita se desenvolver na parte anterior do trato digestivo do inseto 

(BRUN; HECKER; LUN, 1998). A transmissão do T. evansi é principalmente 

mecânica através dos insetos hematófagos dos gêneros Tabanus, Stomoxis e 

Haematobia além do morcego hematófago Desmodus rotundus (DESQUESNES et 

al., 2013). 

Trypanosoma evansi possui ampla distribuição mundial, ocorrendo na 

África, Ásia, Europa, América Central e do Sul (DESQUESNES et al., 2013). 

Surtos recentes do T. evansi na Europa indicam que as áreas de ocorrência desse 

hemoprotozoário estão em expansão (GUTIERREZ et al., 2010). 

No Brasil, o Pantanal mato-grossense é considerado região endêmica, na 

qual o parasita gera prejuízos da ordem US$ 2,4 milhões anuais, afetando 6.462 

equinos por ano de uma população de 49.000 animais (SEIDL et al., 1998). 

Infecções por tripanossomos patogênicos em rebanhos animais têm ocorrido com 

frequência maior fora das áreas endêmicas, sendo os últimos casos relacionados 

ao T. evansi, relatados na região Sul do Brasil (RODRIGUES et al., 2005). 

O curso da infecção é variável e depende de seu isolado e do hospedeiro 

afetado (BISWAS; CHOUDHURY; MISRA, 2001). A doença causada por T. evansi 
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é caracterizada por rápida perda de peso, febre intermitente, anemia, edema dos 

membros pélvicos e das partes baixas do corpo e fraqueza progressiva. Em 

equídeos causa lesões no sistema nervoso central, que culmina com 

incoordenação dos membros pélvicos, fato que originou sua denominação popular 

de “mal das  cadeiras”  (RODRIGUES et al., 2009). Os animais afetados podem 

morrer dentro de semanas, entretanto as infecções crônicas duram meses 

(CADIOLI et al., 2006). 

Ratos são altamente susceptíveis ao T. evansi o que os torna modelos 

experimentais importantes para a doença causada por este tripanossomo (DA 

SILVA et al., 2009). Em ratos Wistar experimentalmente infectados pelo T. evansi 

foram observadas anemia intensa e marcada perda de peso, incluindo sinais 

clínicos neurológicos (CADIOLI et al., 2006). Adicionalmente, o T. evansi é ávido 

consumidor da glicose plasmática, sendo capaz de causar hipoglicemia severa, 

achado comum nos animais infectados (CADIOLI et al., 2006) 

Há muito tempo supõe-se que as lesões relacionadas à infecção pelo T. 

evansi, ocorrem de modo indireto, pela capacidade deste hemoparasita em 

substituir suas glicoproteínas variantes de superfícies (GVS), um importante 

método de evasão do sistema imune, mas que conduz à autoimunidade 

(MACGREGOR; MATTHEWS, 2012) levando a danos teciduais por 

imunocomplexos. 

No exame anatomopatológico em ratos Wistar podem ser observadas 

mucosas pálidas, edema do tecido subcutâneo, de órgãos linfoides, atrofia serosa 

da gordura (OHAERI, 2010), esplenomegalia, hepatomegalia, congestão 

acentuada dos pulmões, a presença de líquido na cavidade peritoneal (RAYULU; 

REDDY, 2015). 

No exame histopatológico em equídeos experimentalmente infectados com 

Trypanosoma evansi podem ser detectadas alterações no cérebro, cerebelo e 

medula espinhal, também podem ser encontrados meningoencefalite e mielite 

moderada difusa, comprovável envolvimento dos nervos (CADIOLI et al., 2006), 

lesões similares foram observadas em ratos Wistar (DA SILVA et al., 2012).  
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Outros órgãos de ratos Wistar experimentalmente infectados com T. evansi 

como adrenais, fígado, baço, coração, rins e encéfalo também são seriamente 

afetados, apresentando degeneração, trombose e infiltrados inflamatórios, além do 

esgotamento das reservas de tecido adiposo (RAYULU; REDDY, 2015). T. evansi 

já foi detectado em tecidos do encéfalo de cavalo naturalmente infectado por 

técnica de imunohistoquímica utilizando o complexo avidina- biotina-peroxidase 

(RODRIGUES et al., 2009), também foi observado em cérebro de Cervus porcinus 

utilizando o complexo estreptoavidina-biotina (TUNTASUVAN et al., 2000). 

Embora, não há relatos de sua imunomarcação em outros tecidos, há diversos 

trabalhos demonstrando lesões em diferentes tecidos em decorrência da infecção 

por T. evansi (CADIOLI et al., 2006); (RAYULU; REDDY, 2015); (BISWAS; 

CHOUDHURY; MISRA, 2001); (DA SILVA et al., 2012). 

Poucos estudos demonstram o tipo de resposta celular tecidual utilizando 

imunohistoquímica em infecções por este hematozoário. (LEMOS et al., 2008) 

demonstraram a importância das células da glia na infecção experimental de 

equinos com T. evansi, na fase crônica da infecção. Por outro lado, não foi 

estudada a variação desta celularidade em momentos distintos da infecção, muito 

embora em infecções por Trypanosoma brucei fossem observadas ativação da 

micróglia durante a infecção, sendo mais evidente em fases crônicas e que o 

padrão de resposta pode estar relacionado a manifestações neurológicas 

(CHIANELLA et al., 1999). 

A infecção pelo T. evansi gera estresse oxidativo no hospedeiro por estes 

apresentarem menor capacidade atenuante aos radicais livres gerados pela 

resposta autoimune induzida pela infecção (MURRAY et al., 2008), desta forma, a 

ação direta das espécies reativas de oxigênio (EROs) na peroxidação das 

membranas celulares e proteínas, causam efeitos funcionais deletérios nos 

animais infectados produzindo lesões que anteriormente eram atribuídas à 

resposta imunológica policlonal (HABILA et al., 2012).  

A anemia causada pelo T. evansi, por exemplo, sempre foi atribuída à 

eritrofagocitose (MOHAMMED, 2014)(BALOGUN et al., 2014) (GUEGAN et al., 

2013), porém estudos recentes indicam a participação do estresse oxidativo no 
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desenvolvimento desta (OMER; MOUSA, 2007; HABILA et al., 2012; ANSCHAU; 

DAFRÉ; PERIN, 2013) et al., 2013). OMER; MOUSA (2007), observaram que em 

ratos infectados experimentalmente com T. evansi há   redução da ação da 

glutationa peroxidase e da glicose-6-fostato desidrogenase, que são antioxidantes 

atenuantes dos radicais livres, logo sua redução pode causar danos nas 

membranas dos eritrócitos e consequentemente anemia. Fato confirmado por 

Wolkmer et al. (2009) que notaram aumento da peroxidação de lipídeos da 

membrana de eritrócitos. Estudos com camelos naturalmente infectados com T. 

evansi também indicaram redução do status antioxidante e aumento na 

peroxidação lipídica tanto no soro quanto nas membranas de eritrócitos (SALEH; 

AL-SALAHY; SANOUSI, 2009). (ANSCHAU; DAFRÉ; PERIN, 2013), notaram in 

vivo, estresse oxidativo em hemácias de ratos Wistar experimentalmente 

infectados por T. evansi e seus resultados mostraram aumentos no teor de ferro, 

fragilidade osmótica, índice de peroxidação lipídica e redução na glutationa. 

DA SILVA et al., (2012), encontrou um desequilíbrio redox em ratos 

experimentalmente infectados com T. evansi, sendo que na presença de baixa 

parasitemia houve aumento dos níveis séricos de óxido nítrico associado ao 

aumento de enzimas antioxidantes como a catalase e superóxido dismutase. 

Embora existam alguns estudos sobre o estresse oxidativo na infecção 

causada pelo T. evansi, poucos são os estudos que propõem a avaliação do 

estresse oxidativo tecidual. Similarmente, trabalhos utilizando a imunohistoquímica 

para marcação celular envolvida na resposta a infecção por T. evansi em 

diferentes tecidos são escassos e estão restritos ao sistema nervoso central. Por 

esses aspectos, acreditamos que o presente projeto possa gerar observações 

valiosas na elucidação da fisiopatogênia das tripanosomíases. 

 

2.1. Objetivos 

 

• Verificar parasitemia e lesões em fígado, baço, rins, linfonodo 

poplíteo, coração, pulmão e encéfalo de ratos Wistar 
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experimentalmente infectados com Trypanosoma evansi no decorrer 

do período experimental. 

• Observar a imunomarcação de iNOS (enzima óxido nítrico sintetase 

induzível) e carga parasitária em fígado, baço, rins, linfonodo poplíteo, 

coração, pulmão e encéfalo de ratos Wistar experimentalmente 

infectados com Trypanosoma evansi no decorrer do período 

experimental. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética do Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, UNESP-Campus 

de Jaboticabal-SP, sob o protocolo número 23074/15. 

3.1. Grupos experimentais 

 

Foram utilizados 42 ratos Wistar machos, com peso médio de 250 gramas, 

divididos em dois grupos: grupo controle (GC, n=12) e inoculado (GI, n=30). Todos 

os animais foram acondicionados em caixas plásticas apropriadas, respeitando-se a 

proporção de 330 cm2 para cada rato e separados de acordo com seus respectivos 

grupos. A alimentação consistiu de ração comercial e água ad libitum.  

Os animais do grupo GI foram inoculados por via peritoneal com 1,0 x 104 

tripomastigotas de T. evansi provenientes de uma cepa criopreservada isolada de 

um cão naturalmente infectado. O descongelamento da amostra ocorreu em banho-

maria a 37ºC e a mesma foi homogeneizada com solução de Alsever na proporção 

de 1:1. A contagem do número de parasitas viáveis por mililitro de solução 

sangue/conservante foi feita pelo método descrito por BRENER (1961), de modo a 

padronizar a amostra. 

Os ratos foram submetidos à eutanásia aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias após a 

inoculação (DAI), com o uso de cloridrato de quetamina (80mg/kg, IM) em 

associação a cloridrato de xilazina (10mg/kg, IM). Foram colhidos 5 ml de sangue, 

por meio de punção do ventrículo esquerdo, procedimento que resultou em 

eutanásia dos animais. As amostras de sangue foram transferidas para tubos com 

EDTA, para a realização do hemograma. No dia 0 DAI, foram eutanasiados 12 

animais do GC e posteriormente, seis animais do GI, a cada sete dias. 

3.2. Análise histopatológica 

Após eutanásia, os ratos Wistar foram imediatamente submetidos à necropsia 

e à colheita de linfonodo poplíteo, baço, coração, encéfalo, fígado, músculos 

esqueléticos (semimembranoso/ semitendinoso), pulmões e rins. Os fragmentos dos 
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órgãos foram imediatamente fixados por 24 horas em solução de formol a 10%, 

tamponado com fosfatos (pH 7,2). Os fragmentos foram transferidos para solução de 

etanol a 70%, por 24 horas, sendo posteriormente processados segundo técnicas 

histológicas convencionais até a inclusão em parafina. Os blocos de parafina foram 

cortados a 3-5 µm de espessura e posteriormente corados com hematoxilina e 

eosina (HE), para posterior análise das lesões em microscopia de luz. 

Os achados histopatológicos foram avaliados de acordo com o tipo de lesão 

(degenerativa/inflamatória) e a incidência de T. evansi, sendo descrita a localização 

da lesão e determinada a intensidade por escores que variaram: 0 (ausente), 1.0 

(discreto), 2.0 (moderado) e 3.0 (acentuado).  

3.3. Análise Imuno-histoquímica  

 

 O procedimento geral para os anticorpos anti-iNOS e carga parasitária foi: 

desparafinização dos cortes de baço e linfonodos em estufa a 60ºC por 1 hora e dois 

banhos em xilol por 10 minutos cada. Após essa etapa, as amostras foram 

hidratadas em soluções decrescentes de álcool, até um banho em água destilada. 

Posteriormente, fez-se a recuperação antigênica (Tabela 8), o bloqueio da 

peroxidase endógena, utilizando-se uma solução a 8% (92 mL de álcool metílico e 8 

mL de peróxido de hidrogênio 30 volumes) por 30 minutos, à temperatura ambiente, 

em câmara escura e o bloqueio das reações inespecíficas (Protein Block, Dako 

cytomation, cód. X0909), por 30 minutos, à temperatura ambiente. Em seguida, os 

cortes foram incubados com anticorpos primários, cada um com sua diluição e 

tempo de incubação especifico (Tabela 8). Em seguida, os cortes foram incubados 

com o anticorpo secundário (Spring). Entre cada um dos passos descritos fizeram-se 

banhos em água destilada e em solução salina tamponada, pH 7,4. Para a 

visualização da reação, utilizaram-se os cromógenos DAB (3,3-diaminobenzidina – 

Spring), contra-coloração com Hematoxilina de Harris e montagem das lâminas com 

Entellan Novo (Merck, Germany).  

 

Tabela 1. Recuperação antigênica e diluições e tempos dos anticorpos primários 

utilizados nos cortes de baço e linfonodos de camundongos BALB/c. 
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Anticorpos 

primários 

Células 

imunomarcadas 

Espécies 

de 

origem 

Recuperação 

antigênica 

Diluição Tempo de 

incubação 

Anti-T. evansi Forma 

tripomastigota 

de T.evansi 

Rato Wistar Câmara de 
pressão 
Pascal 
(Dako)1  

 

1:200 18horas (T*) 

Anti-iNOS da 

região C-

terminal 

Células 

expressando 

iNOS 

Camundongo, 
humano e rato 

(Thermo 
Scientific, cód. 

PA5-16855) 

Câmara de 
pressão 
Pascal 
(Dako)1 

1:3000 2 horas 

(TA*) 

1 - Solução de citrato sódio 10 mM, pH 6,0; 2 – Solução de Tris-EDTA (EDTA - 4mM; 
Tris – 40mM ), pH 9,0. 

*TA – Temperatura ambiente. 

*T- Temperatura de -2 a 8ْ C 

 

Os controles negativos para as imunomarcações foram realizados com o 

diluente de anticorpo (Dakocytomation, código S302283-2), em substituição ao 

anticorpo primário. E os controles positivos com tecidos, segundo os fabricantes de 

cada anticorpo. 

 A contagem das células foi realizada por porcentagem de células 

imunomarcadas, utilizando-se cinco campos microscópicos (Olympus, BX60), na 

objetiva de 40 x, utilizando-se o programa Image-Pro Plus, versão 4.5 (Figura 1.). No 

baço, foram consideradas as regiões de polpa branca e polpa vermelha. No 

linfonodo, foi feita pelas regiões medular e cortical. Em ambos, os órgãos, 

prevaleceram as regiões hot spot para captura das imagens, ou seja, nos locais 

onde havia maior quantidade de células imunomarcadas. A partir dos valores obtidos 

nesses campos, fez-se uma média da porcentagem de células imunomarcadas por 

fragmentos de tecido de cada animal, sendo essas médias avaliadas em cada grupo 

experimental (Controle, DAI07, DAI14, DAI21, DAI28, DAI35). 
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Figura 1. Captura Digital de Imagem. Imagem capturada com a utilização do 

programa Image Pro Plus versão 4.5 e análise da seção histológica 
(imuno-histoquímica anti-iNOS, 40X). 

 

3.4. Análise Estatística 

  

 Análise estatística foi realizada comparando cada momento com os 

anteriores, utilizando-se o teste de Mann-Whitney para o par, com correção para 

taxas de falsa descoberta (FDR), utilizando-se o software R Project versão 3.2.5 

(GNU Project) para tratamento dos dados. Os resultados foram considerados 

sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente 

significante (+++) para 0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para 

p<0.001; não significante (-) para p>0.10. 
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4. RESULTADOS 

 

No hemograma notou-se intensa anemia no momento DAI 21, com baixos 

valores de hemácias, hemoglobina e volume globular. Além disso, notou-se 

também, leucocitose com aumento associado monocitose, eosinofilia e linfócitose 

significante, principalmente no DAI 21 e 28 (Figura 2). 

 

Figura 2. Comparação de cada momento (DAI) com os anteriores entre os DAI dos 
parâmetros hematológicos de ratos experimentalmente infectados com 
Trypanosoma evansi. Hemácias (A), Hemoglobina (B), Volume Globular 
(C) Volume de hemoglobina corpuscular média (D), volume corpuscular 
médio (E), Plaquetas (F). Os resultados foram considerados sugestivos () 
para 0.05≤p<0.10; significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente 
significante (+++) para 0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) 
para p<0.001; (-) não significante para p>0.10. 

 

Os animais do GC não apresentaram nenhuma alteração macro ou 

microscópica evidente, nem foram observadas a presença de T. evansi em 
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quaisquer órgãos ou esfregaços. Os animais GI com maior parasitemia pertenciam 

ao momento DAI 28 nos quais observou-se parasitemia média de 19,88.107 

tripomastigotas.mL-1, após esse momento notamos a diminuição da parasitemia. A 

parasitemia vario de acordo com o tempo de infecção nos diferentes órgãos quando 

comparada ao momento D0 (Figura. 3).   

 

 

 

 

 

A 

 

B 
Órgãos 

Dias após infecção 

0 7 14 21 28 35 

Coração - ++ + +++ +++ ++++ 

Rins - - + ++++ +++ +++ 

Fígado - - - +++ +++ +++ 

Músculo - - - +++ ++ - 

Encéfalo  - - - ++ +++ - 

Linfonodo - - - - ++ ++ 

Pulmão  - - - - - - 
 

  

Figura 3. (A) Comparação entre as médias das parasitemias de ratos Wistar 
experimentalmente infectados com T. evansi em diferentes momentos do 
período experimental. (B) Comparação entre as médias das parasitemias 
observadas em diferentes órgãos ao longo do período experimental. Os 
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resultados foram considerados sugestivos (+) para 0.05≤p<0.10; 
significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 
0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para p<0.001; não 
significante para p>0.10 (-). 

 

 

No fígado, nos primeiros momentos (DAI 07 e 14), observou-se de moderada 

a acentuada necrose de hepatócitos, tumefação e degeneração em zona 3 e 

ausência de parasitas (Figura.4). No momento DAI 21, notou-se considerável 

presença de Trypanosoma evansi nos sinusóides e no interior de vasos. (Figura. 

5F). Nos próximos momentos (DAI 28 e 35) degeneração dos hepatócitos 

juntamente com focos de necrose em zona 3 e diminuição na intensidade de 

parasitas (Figura.4).  

 

 
Figura 4.  Comparação de cada momento (DAI) com os anteriores entre os DAI das 

principais lesões histopatológicas encontradas no fígado de ratos 
infectados com Trypanosoma evansi. Necrose (A), Infiltrado inflamatório 
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(B), presença de parasitas (C) e Degeneração (D). Os resultados foram 
considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; significantes (++) para 
0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 0.001≤p<0.01, 
extremamente significante (++++) para p<0.001; não significante para 
p>0.10. 

 

 

Figura 5. Fotomicrografias de órgãos de ratos Wistar experimentalmente infectado com T. 

evansi em coloração pela técnica de Hematoxicilina e Eosina, todas da objetiva 

de 40x. (A) Observa-se tecido linfoide reativo (*) em pulmão de um rato Wistar 

infectado com T.evansi, no momento DAI 07, espessamento de septos 
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alveolares (cabeça da seta), objetiva de 40X. (B). Miocárdio com presença de 

parasitas (setas). (C) Presença de mastócitos (*) no seio subcapsular do 

linfonodo, além de eosinofilia moderada em rato Wistar infectado, no momento 

DAI 21. (D) Presença do parasita no interior de vasos da musculatura 

esquelética (setas), no momento DAI 21. (E) Rim, presença de parasitas na 

forma tripomastigotas (setas) no interior de vasos sanguíneo no intertício renal. 

(F) No fígado, em DAI14, observa-se presença do parasita na forma 

tripomastigota (setas).  

Na necropsia, o único órgão que apresentou alteração macroscópica foi o 

baço, no qual foi observado aumento de volume, bordas arredondadas e hiperplasia 

de polpa branca. Na análise microscópica e foi significativa a hiperplasia de polpa 

branca, foi mais intensa no momento DAI 35, essa alteração foi extremamente 

significativa em relação aos momentos anteriores. 

No rim, a partir do momento DAI14, notou-se a presença discreta do 

Trypanosoma evansi na região do hilo renal (vasos sanguíneos) (Fig.5E). No 

momento de DAI 21, a presença do parasita foi acentuada, sendo extremamente 

significativa quando comparada aos outros momentos (Figura 6A). Infiltrado 

inflamatório composto por linfócitos, macrófagos e neutrófilos foi identificado de 

forma moderada a acentuada em DAI07 e DAI 14 (Figura 6C), acompanhado de 

uma acentuada degeneração epitelial dos túbulos proximais e distais. No momento 

DAI21 o infiltrado inflamatório torna-se acentuado com predomínio de plasmócitos, 

linfócitos e monócitos, e nas fases mais crônicas da infecção, observou-se a 

estabilização do processo inflamatório com o predomínio de um infiltrado inflamatório 

mononuclear discreto, presença de congestão de vasos e necrose de túbulos em 

todos os momentos da infecção, apresentando um significante aumento no DAI 21. 

No pulmão, notou-se espessamento de septo alveolar extremamente 

significante no DAI 07, que se manteve em todos os momentos da infecção 

associado a um infiltrado inflamatório mononuclear extremamente significante em 

DAI 07 e DAI 14. Presença de hemorragia difusa significante em DAI14. Presença 

discreta de parasitas no interstício (Figura 5A). 

No coração, no DAI 7 e 14, presença significativa de formas livres do parasita 

entre os feixes de fibras do miocárdio em quantidade discreta e focal (Figura 5B). 

Infiltrado inflamatório mononuclear composto basicamente de linfócitos 
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extremamente significantes e congestão multifocal altamente significante.  Em DAI 

21, notou-se uma quantidade extremamente significante de parasitas, congestão e 

infiltrado inflamatório os quais diferiram entre os outros momentos. Foram 

observados também pequenas áreas de degeneração e presença de MCs. Em DAI 

28, presença de parasitas altamente significante em relação a DAI 07, intenso 

infiltrado inflamatório mononuclear extremamente significativo em relação aos outros 

momentos acompanhados de degeneração das fibras do miocárdio, áreas de 

necrose e congestão multifocal. Em DAI 35, nota-se um infiltrado inflamatório 

mononuclear extremamente significativo, presença significante de parasitas, 

congestão e necrose em relação apenas a DAI 07. 

 

Figura 6. Comparação de cada momento (DAI) com os anteriores entre os DAI 
das principais lesões histopatológicas encontradas no rim de ratos 
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infectados com Trypanosoma evansi. Presença de parasitas (A), 
Degeneração (B), Infiltrado inflamatório (C), Necrose (D). Os 
resultados foram considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; 
significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 
0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para p<0.001; não 
significante para p>0.10. 

 

 

 

Fig.7. Fotomicrografias de encéfalos de ratos Wistar infectados com T. evansi. (A) 
Presença da forma tripomastigota do parasita em áreas de hemorragia 
submeningeal (seta; detalhe), juntamente à células mononucleares 
localizados em meninges. (B) Cerebelo, observa-se presença de necrose das 
células de Purkinje (seta) em quantidade moderada e difusa. (C) e (D) Plexo 
coroide, presença de formas tripomastigota do parasita no interior de vasos 
(setas).   

 

 

Os linfonodos obtiveram presença de parasitas extremamente significante em 

DAI 28 e 35. Em DAI 21, apresentou intensa quantidade de MCs em córtex e tecidos 
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adjacentes (Figura 5C), além de uma eosinofilia evidente em todos os momentos da 

infecção, porém em DAI 35 mostrou-se significativa em relação a DAI 07. 

No encéfalo, no momento DAI07 foram notadas áreas discretas de edema e 

necrose evidente em grau discreto a moderado. Em DAI 14, notou-se em córtex 

cerebral congestão moderada de meninges, juntamente a um infiltrado inflamatório 

mononuclear discreto e aumento de celularidade (gliose difusa pelo córtex). Edema 

difuso a moderado, necrose multifocal em grau discreto, localizada em tronco 

encefálico, principalmente. Em DAI 21, discreta hemorragia e infiltrado inflamatório 

mononuclear, composto de plasmócito e linfócito em quantidade moderada, 

localizada em regiões de meninges (Fig.7A), congestão difusa de discreta a 

moderada próxima à região do hipocampo (região 2) com focos de hemorragia. 

Presença de parasitemia nos vasos (Fig.7C e D), gliose moderada e necrose de 

células de Purkinje (Fig.7B), hemorragia discreta a moderada, no cerebelo. Presença 

de necrose e congestão no tronco encefálico. Necrose moderada a acentuada em 

córtex frontal. Em DAI 28, edemaciação no córtex frontal difusa e moderada, área de 

vacuolização no início do tronco encefálico de moderada a acentuada. Meningite 

parasitária (presença de T. evansi) associada a grande foco de hemorragia, gliose 

acentuada na porção frontal perto do bulbo olfatório, com áreas extensas de 

necrose, edemaciação em todo o encéfalo e vacuolização próxima ao plexo coroide, 

e ao cerebelo. Degeneração e morte de células de Purkinge e congestão. Por fim, 

em DAI 35, foi observada intensa vacuolização por todo o tecido encefálico, desde o 

bulbo olfatório até o cerebelo. Congestão moderada e difusa por todo o parênquima. 

Focos de hemorragia moderada em plexo coroide, gliose difusa e em grau 

moderado. Em cerebelo, células de Purkinge com necrose em nível acentuado a 

difuso. 

O Fígado apresentou imunomarcação positiva para T.evansi a partir de 

DAI21, porém em DAI28 notou-se uma intensidade significativa maior aos momentos 

anteriores, já em DAI35 essa carga parasitaria reduziu significamente. A 

imunomarcação por iNOS se mostrou crescente no decorrer dos momentos, 

apresentando maior intensidade em DAI35 (Figura 8). 
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Figura 8. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para Trypanosoma 
evansi (A) e células expressando iNOS (B) no fígado de ratos Wistar 
infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, objetiva de 40x. 
Gráficos (B e D) representando a intensidade de células marcadas 
positivamente para o parasita (B) eiNOS(D) cada momento (DAI) e 
comparando com os momentos anteriores. Os resultados dos gráficos 
foram considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; significantes (++) 
para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 0.001≤p<0.01, 
extremamente significante (++++) para p<0.001; não significante para 
p>0.10.  

 

 

O baço apresentou imunomarcação positiva para formas tripomastigotas de 

T.evansi a partir de DAI14, porém a intensidade das imunomarcações foi 
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extremamente significante no momento DAI 21, e reduziu significamente em DAI 35 

em relação a todos os momentos anteriores. As imunomarcações para iNOS foi 

positiva desde a primeira semana (DAI07), e foi se intensificando até o DAI21, se 

mantendo em DAI35 (Figura 9). 

 

Figura 9. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para Trypanosoma 
evansi (A) e células expressando iNOS (B) no baço de ratos Wistar 
infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, objetiva de 40x. 
Gráficos (B e D) representando a intensidade de células marcadas 
positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento (DAI) e 
comparando com os momentos anteriores. Os resultados dos gráficos foram 
considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; significantes (++) para 
0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 0.001≤p<0.01, 
extremamente significante (++++) para p<0.001; não significante para 
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p>0.10.  
 

Nos rins notou-se imunomarcação positiva para forma tripomastigotas de 

T.evansi em DAI21, e reduzindo significativamente a intensidade em DAI35. A 

imunomarcação para iNOS foi positiva em macrófagos e neutrófilos a partir de DAI07 

e se tornou mais intensa significativamente em DAI21 em relação aos momentos 

anteriores, em DAI 28 reduziu significamente e em DAI35 notou-se baixa intensidade 

de iNOS em relação aos anteriores (Figura 10). 

 

Figura 10. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 
Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) no rim de ratos 
Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, objetiva 
de 40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de células 
marcadas positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento 
(DAI) e comparando com os momentos anteriores. Os resultados dos 
gráficos foram considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; 
significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 
0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para p<0.001; não 
significante para p>0.10.  
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O coração apresentou imunomarcação positiva pra forma tripomastigotas de 

T.evansi a partir de DAI21 sendo uma intensidade significativa em relação aos 

momentos anteriores e em DAI35 se reduziu significativamente. Em DAI07 a 

imunomarcação de iNOS foi positiva e se mostrou crescente até DAI28 9Figura 11). 

 

Figura 11. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 
Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) no coração de 
ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, 
objetiva de 40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de células 
marcadas positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento 
(DAI) e comparando com os momentos anteriores. Os resultados dos 
gráficos foram considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; 
significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 
0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para p<0.001; não 
significante para p>0.10.  
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No pulmão observou-se imunomarcação positiva para T.evansi a partir de DAI 

21, em DAI28 apresentou maior intensidade de parasitas marcados, já em DAI 35 

houve uma redução significativa da marcação em relação aos momentos 

antecedentes. A imunomarcação para iNOS se mostrou significativa em DAI07, 

mantendo se a intensidade de marcação em DAI14 e em DAI21, e em DAI28 e 

DAI35 reduziu de forma significativa em relação aos momentos anteriores (Figura 

12). 

 

Figura 12. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 
Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) nos pulmões 
de ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, 
objetiva de 40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de células 
marcadas positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento 
(DAI) e comparando com os momentos anteriores. Os resultados dos 
gráficos foram considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; 
significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 
0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para p<0.001; não 
significante para p>0.10.  
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Na musculatura esquelética notou-se a marcação positiva pra T.evansi, 

porém não foi significativa em nenhum momento. Entretanto o iNOS apresentou 

imunomarcação significativa a partir de DAI21, em DAI28 notou-se a maior 

intensidade de INOS quando comparado aos outros momentos, porém em DAI35 

houve uma redução sugestiva em relação a DAI28 (Figura 13). 

 
Figura13. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 

Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) no coração de 
ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, 
objetiva de 40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de 
células marcadas positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada 
momento (DAI) e comparando com os momentos anteriores. Os 
resultados dos gráficos foram considerados sugestivos (0) para 
0.05≤p<0.10; significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente 
significante (+++) para 0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) 
para p<0.001; não significante para p>0.10. 

 

O linfonodo poplíteo observamos imunomarcação de Trypanosoma evansi 

fora de vasos a partir de DAI21, se tornando extremamente significativo em DAI28, 

e reduzindo significamente em DAI35, assim podendo ser explicado pela alta 
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intensidade de células imunomarcadas com iNOS levando significativa morte do 

parasita nesse momento. 

Foi notado poucos parasitas localizados na musculatura esquelético, não 

apresentando diferença significativa entre os momentos. As células apresentaram 

alta intensidade de imunomarcação para o iNOS em DAI 21 e DAI28, e houve 

redução significativa em DAI 35. 

 

 
Figura 15. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 
Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) no linfonodo poplíteo 
de ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, objetiva 
de 40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de células marcadas 
positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento (DAI) e comparando 
com os momentos anteriores. Os resultados dos gráficos foram considerados 
sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente 
significante (+++) para 0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para 
p<0.001; não significante para p>0.10.  
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Figura 16. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 
Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) no tecido muscular de 
ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, objetiva de 
40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de células marcadas 
positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento (DAI) e comparando 
com os momentos anteriores. Os resultados dos gráficos foram considerados 
sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente 
significante (+++) para 0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para 
p<0.001; não significante para p>0.10.  
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Figura14. Fotomicrografias de imunomarcações positivas (seta) para 

Trypanosoma evansi (A) e células expressando iNOS (B) no encéfalo de 
ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi em DAI21, 
objetiva de 40x. Gráficos (B e D) representando a intensidade de células 
marcadas positivamente para o parasita (B) e iNOS(D) cada momento 
(DAI) e comparando com os momentos anteriores. Os resultados dos 
gráficos foram considerados sugestivos (0) para 0.05≤p<0.10; 
significantes (++) para 0.01≤p<0.05; altamente significante (+++) para 
0.001≤p<0.01, extremamente significante (++++) para p<0.001; não 
significante para p>0.10.  



29 

 

 

No encéfalo notou-se imunomarcação do parasita em DAI21 em maior 

intensidade, em DAI28 e DAI35 a marcação foi menos evidente. A intensidade de 

células que expressaram iNOS não houve significância entre os momentos (Figura 

14). 
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5. Discussão 

 

A infecção por Trypanosoma evansi em ratos causa anemia (OMER; MOUSA, 

2007). No presente trabalho, notou-se anemia aguda no DAI 21 e nos próximos 

momentos mostrou resposta eritropoiética medular pela reticulocitose presente 

nesse grupo. Sabemos que as infecções por tripanosomídeos na fase aguda da 

infecção estão associadas à eritrofagocitose, que ocorre em razão da desalizalação 

das hemácias pelo parasita (GUEGAN et al., 2013). Ademais, a infecção por T. 

evansi leva à peroxidação lipídica das hemácias e consequentemente à anemia 

(ANSCHAU; DAFRÉ; PERIN, 2013), ao aumento da fragilidade osmótica dos 

eritrócitos, que proporciona uma aparência anormal dos eritrócitos, causando 

eritrofagocitose (MIJARES et al., 2010). 

A hemoglobina livre, resultante da eritrofagocitose, pode ter sido responsável 

pela nefrose tóxica endógena presente nos animais eutanasiados na primeira 

semana de infecção. Proteínas liberadas pelo parasita podem causar degeneração 

tubular, congestão, infiltrado inflamatório e hemorragia (SINGH; SINGLA; ASHUMA, 

2012), levando ao aumento da peroxidação lipídica (BALDISSERA et al., 2016a), em 

quatro dias de infecção. Assim como, já foi observado em 14 dias após infecção 

(BISWAS; CHOUDHURY; MISRA, 2001) e  em oito dias após a infecção (RAYULU; 

REDDY, 2015), o presente trabalho mostrou-se de acordo com esses autores, 

apresentando também hemorragias entre os túbulos da região cortical e medular, 

glomérulos congestionados e infiltrado inflamatório, porém foi demostrado aqui que 

após o DAI 21, notou-se que as alterações histopatológicas se estabilizaram, e que 

a infecção por T. evansi causa lesões acentuadas nas primeiras semanas. 

Dentre os órgãos linfáticos, o baço tem grande importância na infecção por T. 

evansi atuando como a primeira linha de defesa, assim os parasitas são destruídos 

na polpa vermelha e a polpa branca é ativada com o aumento da resposta imune 

(UCHE; JONES, 1992). O progresso da doença é acompanhado de esplenomegalia 

associado a hiperplasia linfoide e principalmente por presença de células gigantes, 

além de hemorragia, congestão, focos de necrose e hemossiderose (BISWAS; 

CHOUDHURY; MISRA, 2001) (SINGH; SINGLA; ASHUMA, 2012). A formação de 
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células gigantes está associada a agregação de histiócitos, Biswas et al. (2001) 

notou à partir de 8 dias após a infecção em ratos Bandicota (BISWAS; 

CHOUDHURY; MISRA, 2001). No presente estudo, foi encontrada a partir de 21 dias 

após infecção. 

Os linfonodos poplíteos apresentaram baixa parasitemia e alta presença de 

MCs e eosinófilos. Os MCs são células que contêm grânulos residentes nos tecidos, 

que participam da regulação das respostas imunes inatas e adaptativas (BULFONE-

PAUS; BAHRI, 2015). A granulação de MCs é essencial para a defesa do 

hospedeiro contra infecções parasitárias (ARTHUR; DM, 2016). Estudos em 

camundongos infectados com T. cruzi mostraram que a presença de MCs está 

relacionada a resistência do hospedeiro à infecção, cujos os animais tratados com 

estabilizador de MCs apresentaram baixa parasitemia, apresentaram níveis de 

parasitemia e IFN-γ muito maiores, maior mortalidade, miocardite e danos cardíacos 

(MEUSER-BATISTA et al., 2011). 

Estudos mostram que a infecção por T. evansi causa lesões hialinas no 

miocárdio associadas à hemorragias em 14 dias. Outros estudos mostram em 2 dias 

após a infecção. Essas alterações podem estar relacionadas tanto à anemia e 

hipoglicemia (Singh et al. 2012; Macgregor et al. 2013; Baldissera et al. 2016b), 

como ao aumento sérico de óxido nítrico (NO), causando danos tanto no DNA do 

hospedeiro quanto no parasita.  Assim no estudo em questão, foi notada 

degeneração das fibras musculares no epicárdio e no miocárdio, na segunda 

semana após a infecção, de forma discreta, tornando essa alteração mais acentuada 

na quarta e quinta semana, após a infecção associada a acentuada presença de 

parasitas e intensa anemia nesse período. 

Dentre as alterações histopatológicas, a pneumonia intersticial associada a 

hemorragia e à congestão é uma das importantes causas de morte em animais 

infectados por T. evansi (BISWAS; CHOUDHURY; MISRA, 2001). Nesse trabalho 

notou-se, essa alteração em DAI 14, associada a um infiltrado inflamatório 

mononuclear difuso, em grau moderado, em todos os momentos aqui avaliados, 

além disso, em toda a infecção os animais apresentaram espessamento de septos 

alveolares. 
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No presente estudo, nos primeiros estágios da infecção (DAI07 e DAI14), o 

fígado apresentou um infiltrado inflamatório composto principalmente por células de 

Kupfeer e neutrófilos. Essas células têm um papel importante na resposta imune 

celular, que  produzem Óxido nítrico (NO), espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

fator de necrose tumoral (TNF) para combater o parasita (DIEGELMANN et al., 

1981) , além do que, já se sabe que infecções em ratos por T. evansi levam ao 

aumento sérico de NO  (DA SILVA et al., 2012), e se torna-se genotóxico tanto para 

o parasita quanto para o DNA do hospedeiro, causando necrose e degeneração 

tecidual (BALDISSERA et al., 2016b). Nesse sentido, no presente trabalho, a 

presença do parasita foi inversamente proporcional à degeneração e necrose dos 

hepatócitos, fortalecendo a hipótese de que o óxido nítrico exacerbado pode causar 

a morte do parasita e a lesão do tecido alvo. Ademais, a maior parte da 

degeneração hepática ocorreu na região da zona 3; essa região está mais próxima 

da veia cava caudal e consequentemente recebe menor aporte de oxigênio, e 

associada a um quadro anêmico, devido à alta parasitemia, leva à hipóxia e anorexia 

dos hepatócitos primeiramente nessa região. Contudo o sangue com baixa 

oxigenação e consequente baixa pressão arterial, leva o radical férrico a 

transformar-se em ferroso e assim gerando um grande potencial de radicais livres, 

podendo levar tanto ao dano celular como parasitário. 

Na terceira semana de infecção, foi observada no encéfalo a descontinuidade 

da barreira hematoencefálica associado a um infiltrado inflamatório mononuclear e 

hemorragia moderada e difusa. É sabido que o T. evansi invade o cérebro de ratos a 

partir da barreira hematoencefálica pelo  plexo coroide, em 8 dias de infecção 

(BISWAS; CHOUDHURY; MISRA, 2001).  Estudos mostram que o Trypanosoma 

brucei brucei atravessa a BHE com o auxílio dos linfócitos e interferão-gama  (IFN-γ) 

(MASOCHA W, ROBERTSON B, ROTTENBERG ME, MHLANGA J, SOROKIN L, 

2004). Isso ocorre principalmente com o auxílio das glicoproteínas de superfície 

presentes no parasita, as quais aumentam a expressão das citocinas pró-

inflamatórias (TNF, interleucina-6, IL-8 e NO) e moléculas de adesão (molécula de 

adesão intracelular 1, E -selectina e molécula de adesão vascular-1) apresentadas 

por células endoteliais cultivadas (GIRARD et al., 2005). Assim, é de suma 

importância haver mais estudos relacionados a essas moléculas dos parasitas que 
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promovem a sua passagem pela BHE com o intuito de desenvolver fármacos que 

possam reduzir as infecções parasitárias (ZHANG et al., 2012). 

As alterações histopatológicas vistas no presente estudo confirmam que os 

danos causados pelo T. evansi são deletérios e irreversíveis, contribuindo para a 

morte do animal, principalmente no segundo pico de parasitemia. Portanto, as lesões 

aqui descritas se tornam importantes para a elucidação de detalhes da 

fisiopatogenia da doença causada pelo T.evansi. 

(BALDISSERA et al., 2016b), ao correlacionar o NO plasmático com os danos 

no DNA de tecido hepático, esplênico e cardíaco em ratos Wistar experimentalmente 

infectados com Trypanosoma evansi em 3 e 9 dias após observou que a produção 

de NO é genotóxico tanto para o hospedeiro como para o parasita. Assim no 

presente estudo, conseguimos detectar a marcação positiva para iNOS em fígado, 

baço, coração, linfonodo, músculo esquelético, cérebro, rins e pulmões associada a 

lesões degenerativas com redução significativa da carga parasitária nos últimos 

momentos de infecção, o que indica que as lesões teciduais observadas em animais 

infectados com T evansi podem estar relacionadas com a resposta inflamatória 

resultando no aumento do NO. 
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6. CONCLUSÕES 

 Notou-se a presença de parasitas em todos os órgãos aqui avaliados tanto 

pela técnica de Hematoxilina e eosina, como por marcação por imuno-

histoquímica, sendo a esta técnica mais sensível e específica  

 A maior carga parasitária foi em DAI21 em todos os órgãos aqui avaliados, 

apresentando redução significativa em DAI35. 

 A infecção causada por Trypanosoma evansi causa aumento da produção de 

iNOS em todos os tecidos aqui avaliados e está relacionado com a redução 

significativa da carga parasitária nos últimos momentos de infecção. Além de 

causar lesões degenerativas em diferentes órgãos do hospedeiro. 
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