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RESUMO - O objetivo deste estudo foi comparar o efeito do plasma imune in natura e congelado de coelhos
com infec¢do aguda no controle profilatico e curativo do Trypanosoma evansi em ratos parasitados. Foram
utilizados, um coelho e 30 ratos adultos. O coelho foi infectado com 0,5 ml de sangue contendo tripomastigotas.
Ao apresentar o parasita na corrente sanguinea, foi coletado o sangue e deste obtido o plasma, o qual foi
armazenado em tubos de criopreservacio e congelado, “plasma congelado” e a outra metade foi mantida a 37°C
por 30 minutos, “plasma in natura”. Os ratos foram separados em seis grupos homogéneos, sendo todos
infectados intraperitonialmente com 4,5 x 10* tripomastigotas de um isolado de 7. evansi. Foram administrados
0,8ml de plasma nos tratamentos profildtico (grupos A e B), dois dias antes da inoculacio do parasito, e curativo
(grupos C e D), dois dias ap6s inoculagdo do T. evansi. O grupo E recebeu apenas solugdo fisioldgica, grupo
controle. O plasma congelado foi administrado nos grupos A e C e o plasma “in natura” nos grupos B e D. Os
efeitos do plasma de coelhos com infeccdo aguda foi avaliado através do periodo pré-patente, sobrevida e cura
dos ratos. Ndo houve diferenca entre os periodos pré-patente. Foi observada uma longevidade superior dos ratos
do grupo B que foi tratado com plasma “in natura” profilaticamente. Nenhum animal obteve a cura da infeccao,
porém podemos concluir que a terapéutica com plasma imune de coelhos aumenta a sobrevida de ratos infectados
com T. evansi.
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ABSTRACT - This study was aimed to compare the effect of fresh and frozen immune plasma of rabbits with
acute infection in the prophylactic and curative control of Trypanosoma evansi-infected rats. Thirty adult rats and
a rabbit were used. The rabbit was infected with 0.5ml of blood containing trypomastigotes. Showing the parasite
in the bloodstream, plasma was obtained and divided in frozen and fresh plasma. Frozen plasma was stored in
cryopreservation tubes and frozen. Fresh plasma was kept at 37°C for 30 minutes. The rats were separated into
six equal groups, all infected intraperitoneally with 4.5 x 10* trypomastigotes of the 7. evansi strain. Each rat
from prophylatic (A and B) and curative(C and D) groups received 0.8ml of plasma. Animals from group E
(control group) received only saline. Frozen plasma was administered in groups A and C and the fresh plasma in
groups B and D. The effects of rabbits plasma with acute infection was estimated by evaluation of the prepatency
period, longevity and curative effects of rats. No difference was observed in the prepatency period. The longevity
of the animals treated prophylactically with fresh plasma (group B) was superior than the other groups. No
curative effect was observed in the animals, but based upon the results it is concluded that the treatment with
immune plasma of rabbits increases the longevity of T. evansi-infected rats.
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INTRODUCAO mecénica, pois ele é transferido de um hospedeiro

mamifero a outro pela alimentagdo interrompida de

Trypanosoma evansi é um protozodrio da classe insetos picadores, principalmente tabanideos e
Mastigophora cuja transmissdo ¢é essencialmente Stomoxys sp. (Lun e Desser, 1995). Este protozoario
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causa uma importante doenga popularmente
conhecida como “surra” ou “Mal das cadeiras” que
se encontra amplamente distribuida em regides
tropicais e subtropicais no mundo. Esta doenca afeta
uma grande variedade de mamiferos domésticos,
silvestres e atualmente o homem (Stevens et al.,
1989; Nunes e Oshiro, 1990; Nunez et al., 1993;
Franke et al., 1994; Silva et al., 1996; Joshi et al.,
2005).

A doenga € caracterizada por altas taxas de
morbidade e mortalidade em animais ndo tratados.
Os principais sinais clinicos incluem febre de carater
intermitente, edemas subcutineos, anemia,
linfadenopatia, emagrecimento, letargia,
incoordenag@o motora e uma manqueira tipica que
caracteriza a doenca (Silva et al., 1996; Silva et al.,
2002; Brandao et al., 2002; Colpo et al., 2005).
Infeccbes naturais em cdes e eqilinos com
manifestacdo de sinais clinicos severos tém sido
relatadas em municipios do estado do Rio Grande do
Sul, Brasil (Franciscato et al., 2007; Zanette et al.,
2008).

A infec¢@o por T. evansi ndo ocorre da mesma forma
em todas as espécies animais. Em coelhos, a
parasitemia e os sinais clinicos da doenga ndo se
manifestam em todos os animais que entram em
contato com o parasito (Uche et al, 1992).
Trabalhos relatam que coelhos possuem anticorpos
capazes de destruir o 7. evansi e durante o curso da
infeccdo estes animais mant€m elevados seus niveis
de imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA). Alguns
pesquisadores ja  descreveram a cura da
tripanossomose por 7. evansi em coelhos infectados
(Uche et al., 1992; Da Silva et al., 2008).

No plasma estdo presentes os principais fatores
envolvidos na imunidade do hospedeiro que,
segundo pesquisadores, ndo sdo perdidos com o
congelamento e sdo passiveis de transmissdo passiva
(Hunt e Moore, 1990). Este trabalho teve como
objetivo comparar o efeito do plasma imune in
natura e congelado de coelhos com infec¢do aguda
no controle profildtico e curativo da parasitemia por
T. evansi em ratos parasitados.

MATERIAIS E METODOS
Animais
Neste trabalho, utilizou-se um coelho (Nova
Zelandia) macho, adulto e 30 ratos (Rattus

norvegicus), machos, com dois meses de idade.
Todos os animais foram mantidos em ambiente com

186

temperatura controlada (23°C), recebendo 4gua e
racdo comercial a vontade.

Obtencao do plasma

O coelho foi infectado com 0,5mL de sangue
contendo uma concentragio de 10* tripomastigotas
de T. evansi, via intraperitonial. Diariamente foram
realizados esfregagos sanguineos com sangue
periférico obtido da orelha, corados com pandtico
rdpido e analisados em microscépio 6ptico (Da Silva
et al., 2006). Entre o sétimo e décimo dia apds
inoculagdo o coelho apresentou tripomastigotas na
circulagdo, periodo em que foi anestesiado com a
associacdo de quetamina e xilazina para a coleta de
sangue via intracardiaca. Depois da coleta do sangue
o animal foi eutanasiado com uma sobredose dos
medicamentos. A amostra de sangue foi mantida em
tubos com EDTA 10% e centrifugada para a
obtengdo do plasma imune. Metade do plasma
obtido foi alocado em tubos de criopreservagdo e
armazenado em nitrogénio liquido a -200°C por 48
horas, “plasma congelado”. A outra parte do plasma
foi mantida em banho-maria a 37°C por 30 minutos,
“plasma in natura”.

Teste em roedores

Para verificar a transmiss@o de imunidade passiva,
anti-tripanossoma, pelo plasma imune de coelhos
com infecgdo aguda por T. evansi foram utilizados
ratos infectados experimentalmente por este
flagelado. Trinta roedores, divididos em cinco
grupos com seis animais cada (A, B, C, D, E) foram
inoculados, via intraperitoneal, com uma
concentracdo de 4,5 x 10* de um isolado T. evansi
(Colpo et al., 2005), criopreservado em nitrogénio
liquido. Os efeitos da terapia com plasma imune
congelado e in natura foram medidos através do
periodo pré-patente, sobrevida e cura dos ratos.

Os animais dos grupos A e B receberam terapia
profildtica, isto é, o plasma imune foi administrado
dois dias antes da infeccdo experimental dos ratos.
Os roedores dos grupos C e D foram tratados
curativamente, ou seja, o plasma foi administrado
dois dias ap6s a inoculag@o do 7. evansi nos animais.
O grupo E foi utilizado como grupo controle, ndo
tratado.

A dose de 0,8 mL de plasma, via intraperitoneal,
utilizada neste estudo foi baseada no trabalho de
Wechsler e Kongshavn (1984) que obteve a cura dos
animais infectados por Trypanosoma musculi. Os
ratos do grupo E receberam pela mesma via solugdo
fisiolégica. Para verificar se o armazenamento
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interferiu na conservacio de constituintes do sistema
imunoldgico presentes no plasma, foram realizados
os tratamentos profildticos e curativos com plasma
congelado (grupos A e C) e plasma in natura
(grupos B e D).

Avaliacao da parasitemia

Apés a inoculagdo do parasito e inicio dos
tratamentos com plasma imune, os ratos foram
avaliados, em intervalos de dois dias, através da
pesquisa de tripomastigotas em esfregaco do sangue
periférico (Da Silva et al., 2006). O periodo
experimental foi de 40 dias, momento em que 0s
ratos sobreviventes foram eutanasiados (Lucca et al.,
1996).

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita através da
andlise de varidncia (ANOVA), seguida da aplicagdo
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 (Silva e Azevedo, 2002).

Comité De Etica e Bem Estar Animal

O presente experimento foi aprovado pelo Comité de
Etica e Bem-Estar Animal da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), n°23081.002648/2008-29,
de acordo com legislagdo vigente e os Principios
Eticos publicados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

RESULTADOS

Nao foi observado diferenca entre os tratamentos
profilaticos e curativos com relacdo ao periodo pré-
patente e sobrevida dos ratos tratados com plasma
congelado. Ja quando foi avaliada a ag¢do do plasma
in natura no protocolo terapéutico profildtico,
observou-se periodos de vida pds-inoculagdo
prolongados (Figura 1). Quando se comparou os
tratamentos curativos e profilaticos foi verificado
que o profildtico elevou a longevidade dos ratos
tratados com plasma in natura, o que ndo ocorreu
nos demais grupos teste. No entanto, o periodo pré-
patente ndo diferiu entre protocolos profildticos e
curativos (Figura 2). A taxa de mortalidade para os
grupos A, C, D e E foi de 100% e para o grupo B foi
de 34,4%.
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Figura 1. Periodo pré-patente e longevidade de ratos
infectados por T. evansi ap6s imunoterapia com plasma
imune de coelhos congelado e in natura. (Letras iguais
para o mesmo parametro ndo diferem estatisticamente
entre si a 5% no teste de Tukey na mesma terapia).
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Figura 2. Periodo pré-patente e longevidade de ratos
infectados por T. evansi ap6s imunoterapia profildtica e
curativa com plasma imune de coelhos. (Letras iguais para
0 mesmo pardmetro néo diferem estatisticamente entre si a
5% no teste de Tukey na mesma terapia)
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DISCUSSAO

O periodo pré-patente, compreendido desde a
infeccdo até a deteccdo dos tripomastigotas no
sangue periférico, ndo diferiu entre os grupos (Figura
1 e 2). Os tratamentos testados também ndo
interferiram na pré-paténcia do 7. evansi em ratos,
pois o periodo manteve-se entre 1 e 5,6 dias, como
descrito pela literatura (Oliveira et al, 1989;
Queiroz et al, 2001; Doyle et al, 2007). A
criopreservacido do agente em nitrogénio liquido ja
foi relatada prolongando a vida de ratos infectados
com T. evansi (Da Silva et al., 2009). Por este
motivo, foi utilizado neste estudo sangue
criopreservado para infectar os animais, a fim de
aumentar a longevidade e consequentemente elevar a
probabilidade de resposta passiva pretendida com a
terapia com plasma de coelho infectado com T.
evansi. Tal objetivo foi alcancado, pois o periodo de
sobrevivéncia de todos os animais do experimento
foi superior a 10 dias (Figura 1 e 2).

Nesta pesquisa, foi observada uma longevidade
superior do grupo B, ratos tratados com plasma
imune, in natura, profilaticamente. Os demais
tratamentos tiveram mortalidade de 100% dos
animais, assim como o grupo controle, diferente do
grupo B, onde a taxa de mortalidade foi de 34,4%.
Cabe ressaltar, que os ratos sobreviventes
apresentavam o parasito circulante ao final do
experimento. Segundo pesquisadores, o processo de
congelamento do plasma sanguineo ndo altera os
fatores de coagulagdo, proteinas plasmadticas e
imunoglobulinas (Hunt e Moore, 1990). Porém, foi
evidente neste estudo, quando comparamos o0s
grupos, a maior sobrevida dos ratos onde se utilizou
a terapia profildtica, in natura. Entdo, acredita-se
que algum elemento do sistema imunoldgico seja
perdido no processo de criopreservacdo. Nao
saberfamos explicar porque o tratamento curativo
com o plasma in natura nido teve o mesmo efeito,
porém supde-se que como a parasitemia jd estava
presente no momento da terapia neste grupo (D), o
hospedeiro teve um menor tempo para organizar uma
resposta imune frente ao agente, através dos
anticorpos transferidos passivamente pelo plasma.

Este experimento foi motivado pelos resultados
obtidos por Hunt et al. (1990) e Wechsler e
Kongshavn (1984) que utilizaram plasma imune de
ratos curados da infec¢do por 7. musculi na terapia
deste flagelado em roedores com elevados picos de
parasitemia. Os autores observaram que o protocolo
testado controlou a infec¢do e curou os roedores. O
mesmo sucesso ndo se obteve neste estudo, no
entanto, verificou-se que o plasma in natura de
coelhos com parasitemia por 7. evansi influenciou a
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longevidade e taxa de mortalidade destes roedores
infectados experimentalmente.

Coelhos sdo resistentes a infeccdo por 7. evansi.
Estes manifestam parasitemia e sinais clinicos,
porém conseguem a autocura (Uche et al., 1992; Da
Silva et al., 2008). Neste trabalho, testou-se a
passagem de elementos imunoldgicos presentes nos
coelhos que pudessem surtir o mesmo efeito nos
ratos infectados. Esta hipétese foi confirmada em
parte, pois com o plasma imune ndo congelado,
conseguiu-se prolongar a vida dos animais e reduzir
a taxa de mortalidade durante o periodo
experimental, no entanto ndo ocorreu a eliminagdo
da parasitemia.

CONCLUSAO

O plasma imune “in natura” de coelhos tem efeito
sobre o periodo de sobrevivéncia de ratos infectados
experimentalmente com 7. evansi quando utilizado
profilaticamente. Provavelmente com 0
congelamento de amostras de plasma imune ocorre a
perda ou inativacio de alguns elementos envolvidos
na imunidade contra o 7. evansi.
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