EFEITO DO PLASMA DE COELHOSNO CONTROLE DA INFECCAO POR
TRYPANOSOMA EVANSI EM RATOS.

OTTO?, Mateus Anderson; GRESSLER?, Lucas Trevisan; FACCIO?, Luciana;
REGINATTO!, Andressa Rodrigues; SOARES?, Jodo Fabio; SOARES?, Claudia
Dal Moalin; SILVA?, Aleksandro Schafer; MONTEIRO?, Silvia Gonzalez

RESUMO

Estudos mostram que coelhos infectados experimentalmente com Trypanosoma
evans possuem resisténcia a doenca, desenvolvendo uma “autocura’. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia de plasmas de coelhos infectados e ndo infectados com T.
evansi no tratamento de ratos experimentalmente infectados com o flagelado. Foram
utilizados dois coelhos para a obtencéo do plasma e 35 Rattus norvergicus divididos em
cinco grupos homogéneos Todos os ratos foram infectados com uma dose de 4,5 x 10
T. evansi. O tratamento ingtituido foi feito paratestar a agdo preventiva, com a aplicagéo
de plasma um dia antes da infeccéo e para testar a agdo curativa, administrando o
plasma no dia dois e quatro apds o contato com o parasito. Os grupos A, B e C
receberam 0,6 ml de plasma do coelho que ndo teve contato com T. evansi e 0S grupos
D, E e F amesma dose de plasma do coelho infectado com o flagelado que teve auto
cura. O grupo G grupo controle, ndo foi tratado. No experimento, foi observado que o
periodo pré-patente do grupo. Foi verificada diferenca estatistica significativa na
longevidade dos animais tratados nos grupos A, B, E e F quando comparado ao grupo
controle. Em virtude dos resultados, conclui-se que o plasma de coelhos retardou a
parasitemia e elevou a longevidade de ratos infectados com T. evansi, no entanto néo
teve efeito curativo.
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Trypanosoma evans € um flagelado da se¢do salivaria que comumente é
observado parasitando o sangue de cavalos, bovinos, zebuinos, caprinos, suinos, caes,
bufalos, elefantes, capivaras, quatis, antas, veados e pequenos roedores silvestres em
regidbes endémicas como o0 pantanal mato-grossense e atualmente o homem. Este
protozoario apresenta ampla distribuicéo geogréfica, podendo ser encontrados em paises
da Africa, india, Malésia, Indonésia, China, RUssia, Filipinas, América Centra e
Ameéricado Sul.

A tripanosomose em animais domésticos causa sinais clinicos como anemia,
edema de pernas e partes baixas, anorexia, halito uremico, desidratacéo, apatia, febre,
letargia, emagrecimento, lacrimegamento, aborto, incoordenacdo motora e uma
manqueira tipica que denomina a doenca.

Estudos relataram que os anticorpos tém propriedades que podem destruir o T.
evans em coehos infectados. Os autores observaram que as imunoglobulinas (1gG,
IgM e IgA) aumentara aresisténcia de coelhos ao protozoario, eliminando o parasita da
corrente sangliinea. A cura da tripanossomose em coel hos infectados experimentalmente
também foi observada no trabalho de Silva et a. (2008).

A transferéncia passiva de plasma imune, retirado de ratos curados de uma
infeccdo por Trypanosoma musculi, quando aplicado em ratos infectados
experimentalmente com o parasito, eliminou o protozoario na circulagdo. Baseado em
outros experimentos, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos do plasma
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de coelhos no controle de infeccdo por T. evans em ratos infectados
experimental mente.

Dois coelhos foram utilizados para a obtencdo do plasma utilizado no trabalho,
sendo um infectado com T. evansi e o outro sadio. Um dos coelhos foi infectado com
uma concentracdo de 10* tripomastigotas em 0,5ml de sangue, via intraperitonial. O
outro coelho recebeu os mesmos 0,5 ml de solucéo fisioldgica, pela mesmavia. Os dois
animais foram mantidos em gaiolas separadas e acompanhados por 60 dias quando
foram eutanasiados (cetamina/xilazina em doses elevadas) para coleta de sangue
intracardiaco. As amostras foram colhidas em tubos com EDTA 10%, centrifugadas e o
plasmafoi armazenado em tubos crio preservacdo em nitrogénio liquido a-200°C.

Para testar os efeitos do tratamento com plasma em roedores infectados
experimentalmente com T. evansi, foram utilizados 35 ratos (rattus norvegicus), machos
com dois meses de idade, mantidos em temperatura ambiente e recebendo agua e
comida a vontade. Os ratos foram divididos em sete grupos de cinco animais cada (A,
B, C, D, E, F e G), sendo todos infectados com 4,5 x 10* T. evansi no dia 02. Para os
tratamentos, foi utilizada a dose de 0,6 mL de plasma, via intraperitonia. A terapiafoi
divididaem trés periodos: T1- os ratos receberam o plasma no dia 01, T2- o plasma foi
administrado no dia 04 e T3- os animais receberam o plasma o dia 06. Os roedores dos
grupos A, B e C receberam o tratamento com plasma normal (coelho sadio) e os grupos
D, E e F foram tratados com plasmaimune (coelho curado). O grupo Grecebeu solugdo
fisiologica, sendo este, o grupo controle.

Apbs o inicio do tratamento os ratos foram avaliados em intervalos de dois dias
através da pesquisa microscopica de esfregaco do sangue periférico, corado por
Pandtico rapido e observado ao microscopio de luz em imersdo. Os animais foram
avaliados durante 61 dias, quando foram eutanasiados.

A andlise estatistica dos dados foi feita através da andlise de variéncia
(ANOVA), seguida da aplicacdo do teste de Tukey para comparagdo entre as médias do
periodo pré-patente e longevidade, calculando-se o coeficiente de variacdo para
verificar a precisdo dos dados.

O periodo pré-patente, compreendido desde a infeccdo até a deteccdo dos
tripomastigotas no sangue periférico dos ratos do grupo A foi superior ab outros grupos
(Tabela 1). Em estudos pesquisadores reportam gque o periodo pré-patente para a
infeccdo por T. evansi em ratos infectados pela via intraperitonial pode variar entre 1,5 e
5,66 dias, dependendo da dose infectante. Ja, quando a infeccdo for por via orad
estipula-se este periodo como sendo em média de 21 dias. Os demais grupos tratados
ndo diferiram estatisticamente do grupo controle e sdo semelhantes aos citados pela
literatura.

A longevidade dos animais apds o inicio do experimento apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos. Verificouse que 0s animais que receberam
plasma imune e plasma normal de coelhos, em diferentes periodos, tiveram longevidade
superior aos ratos do grupo controle que sobreviveram por apenas sete dias(Tabela 1).

Nesta pesquisa ndo foi obtido a cura completa de todos os animais de cada
grupo, no entanto dois ratos de cada grupo (A, B e E) ndo morreram em consequéncia
daparasitemiapelo T. evansi, embora apos 60 dias da infeccdo, apresentarem o parasito
na circulacdo. Em alguns trabal hos o uso de plasma imune de ratos curados da infeccéo
por T. musculi, quando utilizados na terapia do flagelado tem a capacidade de controlar
ainfeccdo, sendo sugerido pelos autores que o plasmatem atividade curativa. Em outro
experimento, verificowrse que a atividade do plasma imune de ratos curados de T.
musculi quando testados em diferentes cepas do mesmo protozo&rio ndo se obtém os



mesmos resultados Segundo estes autores, estas variagOes podem estar rel acionadas aos
elevados picos de parasitemia e patogenicidade das cepas.

No presente estudo foi verificado que ambos os tratamentos tiveram influéncia
sobre a longevidade dos ratos. A terapia com plasma do coelho sadio acarretou uma
longevidade superior aos grupos tratados profilaticamente (T1 e T2). JA o plasma do
coelho que teve contato com o flagelado apresentou uma longevidade superior no
periodo T2 e T3 (Tabela 1). Acreditase que a longevidade dos animais estegja
relacionada com as imunoglobulinas contidas no plasma dos coelhos transferidas aos
ratos, ja que outros autores, constataram que os coelhos sdo refratarios a infecgcdo. Os
anticorpos de coelhos tém capacidade de destruir o flagelado. Estudos mostram que a
IgG2a é a responsavel pelo efeito curativo de ratos infectados com T. musculi quando
tratados com plasma imune. Baseado nisto, sugere-se gque esta imunoglobulina possa ter
influenciado na longevidade dos animais tratados.

A partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que o plasma de
codhos utilizados no tratamento de T. evansi em ratos influenciou a longevidade dos
mesmos. Somente no grupo tratado com plasma de coelhos que ndo tiveram contato
com o flagelado ocorreu um retardo na parasitemia.
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Tabela 1. Média do periodo pré-patente e longevidade de ratos infectados

experimentalmente por T. evansi no dia 02 e tratados com plasma normal e imune.

Tratamento Grupos*  Inoculagéo do Periodo pré- Longevidade  Tota de ratos
plasma (dia) patente (dias) (dias) mortos (%)

Plasma A 01 7,2(4.,6) 45 & (+13,8) 60%6**
Normal B o4 2,25°(x0,4) 43,2(x23,2) 60%6* *

C 06 2,2(+0,4) 11,0"(0,0) 100%
Plasma D o1 F(+2,2) 10,2(+1,0) 100%
imune E 04 24°(+0,5) 37,4°(+21,9) 6096+ *

F 06 38%(+2,9) 27,8 (+6,2) 100%
Controle G - 24°(+1,1) 70°(+0,7) 100%

Obs.: Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
entre s em nivel de significarcia de 5% no teste de Tukey. * todos os animais foram
inoculados com T. evansi no dia dois; ** os roedores sobreviventes foram eutanasiados

apos 61 dias, no entanto estes apresentavam o flagelado na circulagéo.



