Rev. Inst. Med. trop. Sao. Paulo
31(2): 95-99, margo-abril, 1989

ESTUDO SOROLOGICO DE INFECCOES EXPERIMENTAIS POR Trypanosoma evansi, EM
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RESUMO

Comparamos 0os métodos de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Imunodifusao
Radial Dupla e Aglutinacao, para a pesquisa de anticorpos em soros, na tripanosso-
miase experimental por Trypanosoma evansi, em cobaias. Foram obtidas 20 amos-
tras de soro correspondentes as 4 primeiras semanas de infec¢cdao. A IFI foi positiva
em apenas 6 animais, com titulos variando de 1:4 a 1:16. Os titulos mais altos foram
observados na 32 semana poés-infeccdo. Anticorpos aglutinantes foram observados
apartirda 12 semana pos-infeccao e, apds a 2¢ semana, todos os animais apresentaram
reacao de aglutinacao positiva, com titulos variando de 1:8.000 a 1:250.000. O trata-
mento dos soros com 2-Mercapto-etanol inibiu a reacdo de aglutinacao, sugerindo
ser IgM a principal classe dos anticorpos presentes no soro dos animais infectados.
Nao se constatou a presenca de anticorpos precipitantes durante todo o curso da

infeccao.
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INTRODUCAO

Infecgoes por Trypanosoma evansi Sao pre-
valentes em varios paises da Asia, Norte da Afri-
ca e América Latina. O diagnoéstico da enfermi-
dade € relativamente simples em animais com
infecgoes agudas, gquando os parasitas estdo pre-
sentes em grande nuimero no sangue periférico.
Entretanto, torna-se mais dificil nas infec¢oes
cronicas quando as parasitemias sao baixas e
intermitentes. A forma crénica € mais freqiiente-
mente observada em bovinos e bufalos que
atuam como reservatoérios do parasita (LOSOS,
19808).

Consequentemente, varios métodos foram
estudados afim de demonstrar as rea¢des antige-
no-anticorpo nas tripanossomiases por T. evan-
si, sendo os principais os métodos de Hemaglu-

tinacao Indireta (GILL, 1964%, Difusao em Gel,
Fixacao de Complemento (GILL, 1965°%), Agluti-
nacéo (JATKAR, 1977%, ELISA (LUCKINS et
alii, 1978°% e Imunofluorescéncia Indireta (LUC-
KINS et alii, 1979%°).

No presente trabalho comparamos os méto-
dos de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Imu-
nodifusao Radial Dupla e Aglutinacao Direta no
diagnostico de infecgoes experimentais de co-
baias com T. evansi.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 30 cobaias machos com 2
meses de idade, inoculadas por via intraperito-
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neal com 5 x 10? tripanossomas. A amostra de
T. evansi foi fornecida pelo Instituto Biologico
de Sio Paulo.

Obtencao de Soro Imune

Ap6s a inoculacao, semanalmente sorteava-
se 5 cobaias que eram sangradas por pun¢ao car-
diaca para obtencdo de soro. Desta forma obte-
ve-se um total de 20 soros, correspondentes as
4 primeiras semanas de infeccao. As 10 cobaias
restantes morreram no decorrer deste periodo
nao possibilitando sua utilizacdo. Os soros foram
inativados a 56°C por 30 minutos e estocados
a -20°C até o momento do uso.

Teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Conjugado Fluorescente: utilizou-se conju-
gado fluorescente anti-imunoglobulina (anti-Ig)
total de cobaia, produzido em coelho e diluido
em PBS e azul de Evans a 0,001%. O conjugado
apresentou titulo de 1:20, diluicao na qual foi
empregado.

Preparo de Laminas de Antigeno: tripanos-
somas obtidos de ratos infectados foram lavados
em PBS e fixados em formalina a 2% em salina.
Apos 30 minutos os tripanossomas foram lava-
dos por 2 vezes em PBS e distribuidos em lami-
nas na concentracao de 10 a 20 parasitas por
campo microscopico (400 aumentos).

Reacao de Imunofluorescéncia: os soros fo-
ram incubados sobre o material antigénico a
37°C por 45 minutos. Em seguida as laminas fo-
ram lavadas 2 vezes por irnersao em PBS duran-
te 10 minutos.

Apoés nova incubacio em presenca de conju-
gado fluorescente, as 1aminas foram novamente
lavadas por imersdao e montadas sob laminula
com auxilio de glicerina tamponada com solu-
¢ao carbonato-bicarbonato (pH = 8,5).

A leitura foi realizada com objetiva 40X, de
imersao, em Microscoépio ZEISS munido de 1am-
pada HBO 200 e condensador de campo escuro.

Teste de Imunodifusao Radial Dupla

Utilizou-se a técnica de difusao em gel de
agar, em placas, segundo OUCHTERLONY
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(195612). Os antigenos foram obtidos através de
separacao dos tripanossomas oriundos de ratos
infectados, por passagem em coluna de Dietila-
minoetil Celulose (DEAE-celulose) e ulterior
ruptura por sonicac¢ao. Desta forma foram obti-
dos antigenos soluveis de T. evansi, nas concen-
tracoes de 0,2; 1,0; 5,0; 10 e 15 mg de proteina/ml.
Além destes, empregou-se soro de ratos com 3
dias de infeccao, como possivel fonte de antige-
nos (BOEHRINGER, 1965%). As reacoes foram
feitas com soro nao diluido e diluido em solucao
salina até 1:128 empregando-se razao 2. As pla-
cas foram incubadas a temperatura ambiente
em camara umida e as leituras foram feitas apos
24,48 e 72 horas.

Além dos soros de cobaias, foram feitas rea-
coes com soro de coelho hiperimune, por nos
produzido.

Teste de Aglutinacao

Para a reacao de aglutinacao usou-se como
antigeno formas vivas de T. evansi, provenientes
de ratos infectados, e separados por centrifuga-
cao a 100g/5min. A suspensao de tripanossomas
era diluida em PBS glicosado a 2% de forma
a se obter uma concentracdo de 3 x 10° tripanos-
somas/ml. Para a reacgio, realizada em laminas,
utilizou-se 25 ul desta suspensao e 25 ul de soro,
puro ou diluido. Apds 1 hora de incubacdao a 28°C
em camara umida, procedia-se a leitura em mi-
croscopio, empregando objetiva 40X. Os soros
que apresentaram titulos aglutinantes foram
tratados com solucao de 2-mercapto-etanol a
0,2M (CAMARGO et alii, 1986°), afim de se verifi-
car a classe de imunoglobulina envolvida nesta
reacao.

RESULTADOS
Imunofluorescéncia Indireta

Dos 20 soros de cobaias examinados, apenas
6 apresentaram reacao de IFI positiva, com titu-
los bastante baixos, variando de 1:4 a 1:16. Os
anticorpos foram primeiramente detectados aos
15 dias pos-infeccao e os titulos mais altos (1:16)
apareceram nos soros de animais com 3 semanas
de infecc¢ao.
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Imunodifusao Radial Dupla

Nao se constatou a presenca de anticorpos
precipitantes no soro de cobaias, durante todo
o curso da infeccao, tanto no sistema soro de
cobaia-antigeno sonicado, como no sistema soro
de cobaia-soro de rato infectado. Para testar a
eficiéncia dos antigenos, amesmareacao foi feita
com soro de coelho hiperimunizado contra os
dois tipos de antigenos. No sistema soro de coe-
lho hiperimune-antigeno sonicado foi possivel
observar precipjtacdo, com antigenos nas con-
centracoes protéicas de 10 e 15 mg/ml. Entre-
tanto no segundo sistema (soro de coelho hiperi-
mune-soro de rato infectado) nao se observou
precipitacao.

Aglutinagao

Com uma semana de infeccéo ja foi possivel
detectar anticorpos aglutinantes no soro de uma
cobaia. A partirde 15 dias, todos os animais apre-
sentaram reacdo positiva com titulos variando
de 1:8.000 a 1:250.000. Nesta reacio foi possivel
observar que 0s soros sO apresentaram agluti-
nac¢ao em diluicoes acima de 1:16, sendo nega-
tivas com soro puro e a 1:4, caracterizando o
fenémeno de pré-zona. O tratamento dos soros
positivos com solugao 2-Mercapto-etanol 0,2M
inibiu completamente a reacao de aglutinacao.

DISCUSSAO

O desenvolvimento de métodos soroldgicos
sensiveis é imprescindivel para o diagnostico
das tripanossomiases causadas por T. evansi,
uma vez que muitos animais apresentam infec-
¢Oes sub-patentes.

Infecgbes experimentais em cobaias simu-
lam a forma cronica da infeccao, pois estas, como
os hospedeiros naturais (SEN et alii, 1959'), per-
manecem infectadas por pelo menos 2 meses an-
tes de morrer (OLIVEIRA et alii!!). Além disso
a cobaia é um animal que apresenta boa produ-
¢do de anticorpos, sendo portanto bastante
apropriada aos estudos imunolégicos com T.
evansi (GILL, 1965%).

A TFI nas infec¢bes por T. evansi foi estu-
dada em coelho (GILL, 1965°% LUCKINS et alii,
1978°%) e bovinos (VERMA & GAUTAM, 1977%),

com bons resultados. Os resultados por nés obti-
dos com esta técnica nao foram satisfatorios,
provavelmente pelo fato de havermos emprega-
do conjugado anti Ig-total de cobaias. Saben-
do-se que a resposta imunoldgica de animais in-
fectados com T. evansi se faz principalmente por
anticorpos da classe IgM (LUCKINS et alii,
1978%), julgamos que o uso de conjugado especi-
fico, anti-IgM, deve tornar a técnica mais sen-
sivel.

Anticorpos precipitantes nao foram detec-
tados no soro de cobaias durante todo o curso
da infeccao. Entretanto GILL (1965°), descreve
a presenca destes anticorpos no soro de coelhos.
Todavia, este autor empregou soro de coelho
imunizado, produzido apds repetidas inocula-
coes de parasitas fixados, adicionados de adju-
vante e de antigenos soluveis de T. evansi. Utili-
zando este mesmo tipo de imunizacao foi-nos
possivel também detectar anticorpos precipi-
tantes no soro de coelhos.

VERMA & GAUTAM (1977'%), mencionam
que a imunodifusdao em gel apresenta resultados
irregulares, com alta frequiéncia de falsos nega-
tivos. A analise destes fatos sugere-nos que a
natureza dos anticorpos seja um dos fatores que
deve interferir de forma decisiva no sucesso da
reacao de imunodifusiao em gel. Desta forma, de-
vemos considerar as classes de imunoglobulina
que poderiam estar envolvidas na reacao. IgM
é a principal imunoglobulina presente no soro
de animais infectados com T. evansi e segundo
KLEIN et alii (19677, a IgM 19S difunde-se pouco
em gel. Desta forma, como no soro ha predomi-
nancia de IgM 195 esta poderia ser uma das cau-
sas pelas quais nao se observa em certos casos
a precipitacao. Por outro lado, os titulos de IgG
caem a niveis indetectaveis ap0s as crises tripa-
noliticas, provavelmente por formarem imuno-
complexos, e posteriormente retornam aos titu-
los originais (RAADT, 1966!%). Por conseguinte,
nas formas cronicas da infeccao, guando os para-
sitas sdo escassos no sangue por prolongados
periodos, ou nas imunizagoes, estes anticorpos
(IgG) poderiam ser responsaveis pelas reagoes
positivas nessas ocasioes.

Com relacao aos antigenos, BOEHRINGER
(1965%), relata resultados positivos com a técnica
de imunodifusao em gel utilizando como anti-
geno o soro de ratos com 3 dias de infec¢ao con-
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tra o soro de cavalos. Utilizando esta mesma fon-
te de antigeno, nao obtivemos precipitacao con-
tra soro de cobaia, bem como contra soro de
coelho hiperimunizado. Apesar do referido autor
nao comentar sobre a natureza do antigeno pro-
posto, parece-nos ter ele partido da premissa de
que antigenos soluveis estariam presentes no so-
ro de ratos com 3 dias de infec¢cao. Entretanto,
ALLSOP et alii (1971%) mostraram evidéncias de
que antigenos soluveis de tripanossomas do sub
grupo brucei, nao se apresentam “in vivo”, ocor-
rendo somente “in vitro” por desintegracao dos
parasitas. Como nao nos foi possivel encontrar
na literatura outra referéncia sobre o emprego
de soro de animal infectado como fonte de anti-
geno para o diagnodstico desta tripanossomiase,
julgamos que maiores estudos devem ser feitos
para que se possa concluir a questao.

A reacao de aglutinagao foi a técnica mais
sensivel nodiagndstico da infeccao por T. evansi
em cobaias, pois os resultados apareceram pre-
cocemente e os titulos foram bastante altos. Es-
tes resultados sao semelhantes aos obtidos por
GILL (1965%, confirmando ser a aglutinacao
uma reacao bastante sensivel.

O tratamento dos soros com 2-Mercapto-e
tanol, inibiu completamente a reagao de agluti-
nacao, sugerindo, portanto, ser IgM a principal
classe de imunoglobulina presente no soro de
cobaias infectadas com T. evansi. Segundo LUC-
KINS et alii (1978%) os niveis de IgM aumentam
de 5 a 20 vezes em relacao aos niveis normais,
nos animais infectados com T. evansi.

SUMMARY

Studies on the serological diagnosis of experi-
mental infection with Trypanosoma evansi in
guinea-pigs.

Sera of 20 guinea-pigs experimentally infec-
ted with Trypanosoma evansi were obtained in
order to compare the efficacy of gel diffusion,
indirect immunofluorescence and agglutination
tests, to detect antibodies to T. evansi. The fluo-
rescent antibody test was positive in six (6) ani-
mals and the antibody titres were very low (1:4
to 1:16). The agglutination test detected trypa-
nosomal antibodies in sera one (1) week after
infection. After two (2) weeks all animals were
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positive with high titres (1:8.600 to 1:250.000). Ag-
glutination wasinhibited when sera were treated
with 2-Mercapto-etanol. This fact suggests that
IgM is the principal class of antibodies in sera
of infected guinea-pigs. Precipitating antibodies
were not detected during the course of infection.
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