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Objetivou-se avaliar os niveis de imunoglobulinas pre-
sentes em ratos infectados experimentalmente por 7rypanosoma
evansi. Para isso, inocularam-se vinte animais com 10° tripomasti-
gotas de 7. evansi e dez ratos usados como controle. Controlou-se
a parasitemia através de esfregago sanguineo diario, sendo que
no quinto dia apo6s a inoculagdo os animais foram divididos em
trés grupos homogéneos. Formaram-se os grupos A e B por ratos
que apresentaram elevada e baixa parasitemia, respectivamente,

RESUMO

e o grupo C por ratos sadios. Submeteram-se as amostras de soro
ao teste de ELISA para quantificagdo de imunoglobulinas. A IgG
e IgM de ratos dos grupos A e B foram superiores aos do grupo
C.Ja aIgM de ambos os grupos infectados ndo diferiu, apesar do
grau de parasitemia. Portanto, os ratos infectados por 7. evansi
apresentaram resposta imunoldgica frente a infecgao pelo flage-
lado, embora esta ndo seja suficiente para eliminar o protozoario
na infec¢@o aguda.
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ABSTRACT

IMMUNOGLOBULIN LEVELS IN Trypanosoma evansi INFECTED RATS

This study aimed at evaluating the immunoglobulin levels
in rats experimentally infected with Trrypanosoma evansi. Twenty
animals were inoculated with 10° trypomastigote forms and ten rats
were used as control. Parasitemia was monitored by examining daily
blood smears. Rats were separated into three equal groups in the fifth
day PI: groups A and B were formed by rats with low and moderate
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INTRODUCAO

Trypanosoma evansi ¢ um protozoario flagelado
causador da doenga conhecida como mal das cadeiras

parasitemia, respectively; group C was formed by non-infected rats.
IgG and IgM were evaluated by ELISA test and were superior when
compared to group C. The IgM levels did not differ between the
infected groups. It may be concluded that the infected rats showed
an immunological response against 7. evansi, although this was not
enough to eliminate the parasite in acute infection.

ou surra em equinos. No Brasil, regides endémicas
como o pantanal mato-grossense ¢ areas de clima tro-
pical t€m registro de parasitismo em varias espécies
animais como cavalos, bovinos, caprinos, suinos, caes,

Ci. Anim. Bras., Goiania, v. 11, n. 1, p. 201-204, jan./mar. 2010



202

GRESSLER, L. T. etal.

capivaras, quatis, antas, veados ¢ pequenos roedores
silvestres. Além disso, a doenga estd se expandindo
para o restante do pais (SILVA et al., 2002; ZANETTE
et al., 2008). A transmissdo desse parasito ocorre por
vetores, sendo os insetos hematdfagos os principais
responsaveis (Tabanus sp., Chrysops sp. € Hematopota
sp.) (SILVA et al., 2002).

Em coelhos infectados por 7. evansi, observou-
se variagdo entre animais na manifestacdo clinica e
imunologica da doenga, sendo que a parasitemia e os
sinais clinicos da doeng¢a ndo ocorrem em todos os
animais infectados (UCHE et al., 1992; DA SILVA et
al., 2008a). Pesquisadores mencionam a elevagdo das
imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) como as respon-
saveis pela resisténcia dessa espécie ao protozoario
(UCHE et al., 1992).

Coelhos possuem anticorpos contra o 7. evansi
adquiridos a partir de uma infec¢ao de evolug@o cronica
(UCHE et al., 1992). Ao contrario, ratos apresentam
infec¢do aguda pelo flagelado, com morte em até sete
dias (DOYLE et al., 2007; DA SILVA et al., 2008Db).
Baseado na hipotese de que a mortalidade dos ratos
ocorre antes mesmo da formagdo de imunoglobuli-
nas, este estudo teve a finalidade de avaliar a resposta
imunologica dos ratos diante da infecg¢do aguda por 7.
evansi. Em virtude disso, a pesquisa teve o objetivo
de quantificar os niveis de IgG e IgM presentes na
circulagdo de ratos infectados experimentalmente pelo
protozoario.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se trinta ratos (Ratus norvergicus),
adultos, machos, dos quais vinte foram inoculados com
10° tripomastigotas de 7. evansi pela via intraperito-
nial e o restante utilizado como controle. O isolado
do parasito utilizado foi oriundo de um céo infectado
naturalmente (COLPO et al., 2005), criopreservado
em nitrogénio liquido. Controlou-se a parasitemia
dos ratos por meio de esfregagos sanguineos diarios
(DA SILVA et al., 2006). Os animais foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada (23°C) e
alimentados com ragdo comercial e agua ad libitum.

Cinco dias apos a inoculagdo, dividiram-se
igualmente os animais em trés grupos de dez ratos cada.
O grupo A foi formado por ratos que apresentaram
parasitemia crescente pelo protozoario, isto €, apresen-
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tavam mais de cinquenta tripomastigotas por campo
em aumento de 1.000 vezes. Compds-se o grupo B por
roedores com parasitemia entre zero e cinco parasitas
por campo em aumento de 1.000 vezes. Formou-se o
grupo C por animais sadios, que ndo foram infectados
com o 7. evansi. Procedeu-se a quantificacéo de proto-
zoarios por mililitro de sangue em camara de Neubauer.
O estudo visou avaliar se esses diferentes graus de
parasitemia estavam relacionados com os niveis de
imunoglobulinas e se no quinto dia ap6s infecgdo ja
seria possivel detectar IgG.

No quinto dia de pesquisa, todos os animais
foram anestesiados com éter etilico para coleta de
sangue intracardiaco e posterior eutanasia. Da amostra
de sangue, separou-se o soro, sendo este armazenado
a temperatura de -20°C até sua andlise. O material
foi submetido ao teste de ELISA comercial' (Rat IgG
ELISA Quantitation Set® e Rat IgM ELISA Quanti-
tation Set®), conforme orientagdo do fabricante, para
quantificagdo dos niveis de IgG e IgM nos diferentes
grupos. Processaram-se os soros na dilui¢ao de 1:3600
e compararam-se os resultados com a curva obtida no
calibrador (R?>>0,93). Cada amostra foi realizada em
triplicata.

Analisaram-se estatisticamente niveis de imuno-
loglobulinas por meio analise de variancia (ANOVA),
para avaliacdo das diferencas entre grupos, seguida por
aplicag@o do teste de Tukey, para comparagdo entre
médias (SILVA & AZEVEDO, 2002). O presente ex-
perimento foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-
Estar Animal da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), n°23081.003854/2008-56, de acordo com
legislagdo vigente e os principios éticos publicados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

RESULTADOS

Os animais dos grupos A e B apresentaram
periodo pré-patente entre 24 e 48 horas, sendo que o
grupo A demonstrou uma parasitemia progressiva, su-
perior a cinquenta parasitas por campo de microscopia
optica no quinto dia apos a infec¢do. Os animais do
grupo B apresentaram parasitemia com picos irregu-
lares, oscilando entre zero e cinco flagelados (Figura

1. Rat IgG ELISA Quantitation Set® e Rat IgM ELISA Quantitation Set®
- Bethyl Laroratories INS. Montgomery - USA.
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1). A contagem de flagelados em camara de Neubauer
quantificou 10%e 10° tripomastigotas por mililitro de
sangue nos grupos A e B, respectivamente.

Imunologicamente, houve diferencga estatistica
significativa entre os animais infectados (grupos A ¢
B) e controle (grupo C), tanto para IgG quanto para
IgM (p<0,05). As duas imunoglobulinas aumentaram
consideravelmente nos animais parasitados (Tabela
1). Em ambos os grupos inoculados, os niveis de IgM
foram semelhantes, mas superiores ao controle. Ja
IgG diferiu em todos os grupos, sendo mais elevada
no grupo A (Tabela 1).
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FIGURA 1. Evolugéo da parasitemia por Trypanosoma evansi em
ratos infectados experimentalmente (grupo A e B). A quantificagdo

de tripomastigotas foi realizada de acordo com DA SILVA et al.
(2006).

TABELA 1. Média e desvio-padréo de imunoglobulinas M e G de
ratos apos cinco dias da infecgdo por Trypanosoma evansi

Gupes Daeme G ns i 0

A 65° (£12,8) 105¢(+8,5)  70° (£10,7)
B 030 (£1,4) 56,6°(+8,8)  68,4° (£5,5)
C 00° (+0,0) 17,8°(3,9)  11,9° (+4,1)

Obs.: Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna néo diferem esta-
tisticamente entre si em nivel de significancia de 5% no teste de Tukey.

DISCUSSAO

O periodo pré-patente, compreendido desde a
inoculacdo do parasito até o aparecimento na circu-
lagdo, observado neste estudo foi semelhante a outras
pesquisas ja realizadas com este isolado (DOYLE et

al.,2007; DA SILVA et al., 2008b). Ja a multiplicacao
do flagelado ndo foi a mesma em todos os animais,
possibilitando formar dois grupos distintos baseado
no numero de parasitos na circulagdo. Conforme a
literatura, essa diferenca entre os ratos na evolugao da
parasitemia pode estar relacionada a patogenicidade da
cepa ou a resposta imunologica do hospedeiro diante
da infecgdo (QUEIROZ et al., 2000; CARMONA et
al., 2006; OMER et al., 2007).

Os niveis de IgG e IgM dos ratos do grupo A e
B foram superiores aos do grupo C. Em cées e ratos,
pesquisadores também observaram altos titulos de
anticorpos de IgG e IgM em animais com parasitemia
constante ou elevada (AQUINO et al., 1999; QUEI-
ROZ et al., 2001). Esse aumento de imunoglobulinas
¢ sugerido pelos autores como uma resposta humoral
relacionada a ambas as imunoglobulinas, porém sao
insuficientes no controle da populacdo do parasita
(QUEIROZ et al., 2001).

E sabido que ensaios imunoenzimaticos sio
eficientes para deteccdo da IgG em animais infecta-
dos. Portanto, niveis elevados dessa imunoglobulina
em animais suspeitos para 7. evansi podem ser uma
ferramenta de diagndstico (OIE, 2008). Levando em
consideragdo os dados obtidos neste estudo, conclui-
se que a IgG eleva-se de acordo com o nimero de
parasitos presentes na corrente sanguinea (Tabela
1). A hipdtese era de que IgG ndo estaria aumentada
no quinto dia apds infecc¢do, pois seria um periodo
insuficiente de exposicao do agente, conforme a lite-
ratura (QUEIROZ et al., 2001; OIE, 2008), o que foi
observado. Estimava-se que os animais morriam em
até sete dias apods inoculagdo (DOYLE et al., 2007),
devido a auséncia de IgG, imunoglobulina esta com
acdo tripanocida (OIE, 2008), neste periodo de cinco
dias.

Neste experimento, os niveis de IgM nao di-
feriram entre os grupos infectados, mostrando que
se trata de imunoglobulina que responde a infec¢ao
por T. evansi, independente do grau de parasitemia.
Segundo pesquisadores, esse flagelado apresenta um
perfil de interacdo hospedeiro-parasito, que, quando
associados, induzem moléculas pro-inflamatdrias.
No entanto, apenas IgM contribuem significativa-
mente para o controle do 7. evansi (BARAL et al.,
2007).
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CONCLUSOES

A infeccdo por T. evansi induz a resposta do
hospedeiro, elevando os niveis séricos de IgG e IgM.
O grau de parasitemia ndo influencia a concentracao sé-
ricade IgM. Apos cinco dias de infecgdo, ja € possivel
quantificar IgG em ratos com 7. evansi e a concentragao
esta diretamente proporcional ao grau de parasitemia.
O aumento de imunoglobulinas ¢ insuficiente para
controlar a multiplica¢do do parasito.
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