
Rev. Inst. Med. trop. São, Paulo 
31 {2): 95-99, março-abril, 1989 

ESTUDO SOROLÓGICO DE INFECÇÕES EXPERIMENTAIS POR Trypanosoma evansi, EM 
COBAIAS 

T e r e s a C r i s t i n a G o u l a r t d e O L I V E I R A (1) , R o b e r t o S O G A Y A R (2) & E d n i r S A L A T A (2) 

R E S U M O 

Comparamos os métodos de Imunofluorescência Indireta ( IF I ) , Imunodifusão 
Rad ia l Dup la e Aglut inação, para a pesquisa de anticorpos em soros, na tripanosso¬ 
míase experimental por Trypanosoma evansi, em cobaias. Foram obtidas 20 amos¬ 
tras de soro correspondentes às 4 primeiras semanas de infecção. A I F I foi posit iva 
em apenas 6 animais, com títulos variando de 1:4 a 1:16. Os títulos mais altos foram 
observados na 3ª semana pós-infecção. Anticorpos aglutinantes foram observados 
a partir da 1ª semana pós-infecção e, após a 2a. semana, todos os animais apresentaram 
reação de aglut inação posit iva, com títulos variando de 1:8.000 a 1:250.000. O trata
mento dos soros com 2-Mercapto-etanol inibiu a reação de aglut inação, sugerindo 
ser IgM a pr incipal classe dos anticorpos presentes no soro dos animais infectados. 
Não se constatou a presença de anticorpos precipitantes durante todo o curso da 
infecção. 

U N I T E R M O S : Trypanosoma evansi; Sorologia; Infecção experimental. 

I N T R O D U Ç Ã O 

Infecções por Trypanosoma evansi são pre 
valentes em vários países da Ás ia , Norte da Áfri
ca e Amér ica La t ina . O diagnóstico da enfermi
dade é relativamente simples em animais com 
infecções agudas, quando os parasitas estão pre
sentes em grande número no sangue periférico. 
Entretanto, torna-se mais difíci l nas infecções 
crônicas quando as parasitemias são ba ixas e 
intermitentes. A forma crônica é mais freqüente
mente observada em bov inos e búfa los que 
atuam como reservatórios do parasi ta ( L O S O S , 
19808). 

Conseqüentemente, vários métodos foram 
estudados afim de demonstrar as reações antíge-
no-anticorpo nas tr ipanossomíases por T . evan
s i , sendo os principais os métodos de Hemaglu-

tinação Indireta ( G I L L , 19644), Difusão em Ge l , 
F i x a ç ã o de Complemento ( G I L L , 19655), Aglut i 
nação ( J A T K A R , 19776), E L I S A ( L U C K I N S et 
ali i , 19789) e Imunofluorescência Indireta ( L U C 
K I N S et ali i, 197910). 

No presente trabalho comparamos os méto
dos de Imunofluorescência Indireta ( IF I ) , Imu
nodifusão Rad ia l Dup la e Aglut inação Direta no 
diagnóstico de infecções experimentais de co
baias com T . evansi. 

M A T E R I A L E M É T O D O S 

Animais 

Foram uti l izadas 30 cobaias machos com 2 
meses de idade, inoculadas por v ia intraperito-
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neal com 5 x IO 4 tr ipanossomas. A amostra de 
T. evansi foi fornecida pelo Instituto Biológico 
de São Paulo. 

Obtenção de Soro Imune 

Após a inoculação, semanalmente sorteava-
se 5 cobaias que eram sangradas por punção car
díaca para obtenção de soro. Desta forma obte 
ve se um total de 20 soros, correspondentes às 
4 primeiras semanas de infecção. As 10 cobaias 
restantes morreram no decorrer deste período 
não possibil i tando sua uti l ização. Os soros foram 
inat ivados a 56°C por 30 minutos e estocados 
a -20°C até o momento do uso. 

Teste de Imunofluorescência Indireta ( IFI) 

Conjugado Fluorescente: uti l izou se conju-
gado fluorescente anti- imunoglobulina (anti-Ig) 
total de cobaia, produzido em coelho e diluído 
em P B S e azul de Evans a 0,001%. O conjugado 
apresentou título de 1:20, di luição na qual foi 
empregado. 

Preparo de Lâminas de Antígeno: tripanos 
somas obtidos de ratos infectados foram lavados 
em P B S e f ixados em formalina a 2% em sal ina. 
Após 30 minutos os tr ipanossomas foram lava
dos por 2 vezes em P B S e distribuídos em lâmi
nas na concentração de 10 a 20 parasi tas por 
campo microscópico (400 aumentos). 

Reação de Imunofluorescência: os soros fo 
ram incubados sobre o mater ial ant igênico a 
37°C por 45 minutos. E m seguida as lâminas fo
ram lavadas 2 vezes por imersão em P B S duran
te 10 minutos. 

Após nova incubação em presença de conju
gado fluorescente, as lâminas foram novamente 
lavadas por imersão e montadas sob lamínula 
com auxí l io de gl icerina tamponada com solu
ção carbonato-bicarbonato (pH = 8,5). 

A leitura foi real izada com objetiva 40X, de 
imersão, em Microscópio Z E I S S munido de lâm
pada H B O 200 e condensador de campo escuro. 

Teste de Imunodifusão Radia l Dupla 

Util izou-se a técnica de difusão em gel de 
ágar , em p l a c a s , segundo O U C H T E R L O N Y 

(19561 2). Os antígenos foram obtidos através de 
separação dos tr ipanossomas oriundos de ratos 
infectados, por passagem em coluna de Diet i la-
minoet i l Celu lose ( D E A E - c e l u l o s e ) e ulterior 
ruptura por sonicação. Desta forma foram obti
dos antígenos solúveis de T . evansi, nas concen
trações de 0,2; 1,0; 5,0; 10 e 15 mg de proteína/ml. 
A lém destes, empregou-se soro de ratos com 3 
dias de infecção, como possível fonte de antíge
nos ( B O E H R I N G E R , 19652). A s reações foram 
feitas com soro não diluído e diluído em solução 
sal ina até 1:128 empregando-se razão 2. A s pla
cas foram incubadas à temperatura ambiente 
em câmara úmida e as leituras foram feitas após 
24, 48 e 72 horas. 

A lém dos soros de cobaias, foram feitas rea
ções com soro de coelho hiperimune, por nós 
produzido. 

Teste de Aglutinação 

Para a reação de aglut inação usou-se como 
antígeno formas vivas de T . evansi, provenientes 
de ratos infectados, e separados por centrifuga-
ção a 100g/5min. A suspensão de tr ipanossomas 
era di luída em P B S gl icosado a 2% de forma 
a se obter uma concentração de 3 x IO 6 tripanos-
somas/ml. Pa ra a reação, real izada em lâminas, 
utilizou-se 25 /*1 desta suspensão e 25 /ml de soro, 
puro ou diluído. Após 1 hora de incubação a 28°C 
em câmara úmida, procedia-se à leitura em mi
croscópio, empregando objetiva 40X. Os soros 
que apresentaram títulos aglut inantes foram 
tratados com solução de 2-mercapto-etanol a 
0,2M ( C A M A R G O et al i i , 19863), afim de se verifi
car a classe de imunoglobul ina envolvida nesta 
reação. 

R E S U L T A D O S 

Imunofluorescência Indireta 

Dos 20 soros de cobaias examinados, apenas 
6 apresentaram reação de I F I posit iva, com títu
los bastante baixos, variando de 1:4 a 1:16. Os 
anticorpos foram primeiramente detectados aos 
15 dias pós-infecção e os títulos mais altos (1:16) 
apareceram nos soros de animais com 3 semanas 
de infecção. 



Imunodifusão Radia l Dupla 

Náo se constatou a presença de anticorpos 
precipitantes no soro de cobaias, durante todo 
o curso da infecção, tanto no sistema soro de 
cobaia-antígeno sonicado, como no sistema soro 
de cobaia-soro de rato infectado. Para testar a 
eficiência dos antígenos, a mesma reação foi feita 
com soro de coelho hiperimunizado contra os 
dois tipos de antígenos. No sistema soro de coe
lho hiperimune-antígeno sonicado foi possível 
observar precipitação, com antígenos nas con
centrações protéicas de 10 e 15 mg/ml . Entre
tanto no segundo sistema (soro de coelho hiperi-
mune-soro de rato infectado) não se observou 
precipitação. 

Aglutinação 

Com uma semana de infecção j á foi possível 
detectar anticorpos aglutinantes no soro de uma 
cobaia. A partir de 15 dias, todos os animais apre
sentaram reação posit iva com títulos variando 
de 1:8.000 a 1:250.000. Nesta reação foi possível 
observar que os soros só apresentaram agluti
nação em diluições ac ima de 1:16, sendo nega
t ivas com soro puro e a 1:4, caracter izando o 
fenômeno de pró-zona. O tratamento dos soros 
positivos com solução 2-Mercapto-etanol 0,2M 
inibiu completamente a reação de aglutinação. 

D I S C U S S Ã O 

O desenvolvimento de métodos sorológicos 
sensíveis é imprescindível para o diagnóst ico 
das tr ipanossomíases causadas por T . evansi , 
uma vez que muitos animais apresentam infec
ções sub-patentes. 

Infecções experimentais em cobaias s imu
lam a forma crônica da infecção, pois estas, como 
os hospedeiros naturais ( S E N et al i i , 19591 4), per
manecem infectadas por pelo menos 2 meses an
tes de morrer ( O L I V E I R A et al i i 1 1) . A lém disso 
a cobaia é um animal que apresenta boa produ
ção de ant icorpos, sendo por tanto bastante 
apropr iada aos estudos imunológicos com T . 
evansi ( G I L L , 19655). 

A I F I nas infecções por T . evansi foi estu
dada em coelho ( G I L L , 19655; L U C K I N S et al i i , 
19789) e bovinos ( V E R M A & G A U T A M , 19771 5), 

com bons resultados. Os resultados por nós obti
dos com esta técnica não foram satisfatórios, 
provavelmente pelo fato de havermos emprega
do conjugado anti Ig-total de cobaias. Saben
do-se que a resposta imunológica de animais in
fectados com T . evansi se faz principalmente por 
ant icorpos da c lasse I g M ( L U C K I N S et a l i i , 
19789), ju lgamos que o uso de conjugado especí
fico, anti- IgM, deve tornar a técnica mais sen
sível. 

Ant icorpos precipitantes não foram detec
tados no soro de cobaias durante todo o curso 
da infecção. Entretanto G I L L (19655), descreve 
a presença destes anticorpos no soro de coelhos. 
Todav ia , este autor empregou soro de coelho 
imunizado, produzido após repetidas inocula-
ções de parasitas f ixados, adicionados de adju-
vante e de antígenos solúveis de T . evansi. Util i
zando este mesmo tipo de imunização foi-nos 
possível também detectar anticorpos precipi
tantes no soro de coelhos. 

V E R M A & G A U T A M (19771 5), mencionam 
que a imunodifusão em gel apresenta resultados 
irregulares, com alta freqüência de falsos nega
tivos. A análise destes fatos sugere-nos que a 
natureza dos anticorpos seja um dos fatores que 
deve interferir de forma decisiva no sucesso da 
reação de imunodifusão em gel. Desta forma, de
vemos considerar as classes de imunoglobul ina 
que poderiam estar envolvidas na reação. IgM 
é a pr incipal imunoglobul ina presente no soro 
de animais infectados com T . evansi e segundo 
K L E I N et alii (19677), a IgM 19S difunde-se pouco 
em gel. Desta forma, como no soro há predomi
nância de IgM 19S esta poderia ser uma das cau
sas pelas quais não se observa em certos casos 
a precipitação. Por outro lado, os títulos de I g G 
caem a níveis indetectáveis após as crises tripa-
nolít icas, provavelmente por formarem imuno-
complexos, e posteriormente retornam aos títu
los originais ( R A A D T , 196613). Por conseguinte, 
nas formas crônicas da infecção, quando os para
sitas são escassos no sangue por prolongados 
períodos, ou nas imunizações, estes anticorpos 
( IgG) poderiam ser responsáveis pelas reações 
posit ivas nessas ocasiões. 

Com relação aos antígenos, B O E H R I N G E R 
(19652), relata resultados positivos com a técnica 
de imunodifusão em gel uti l izando como antí
geno o soro de ratos com 3 dias de infecção con-



tra o soro de cavalos. Uti l izando esta mesma fon
te de antígeno, não obtivemos precipitação con
tra soro de cobaia, bem como contra soro de 
coelho hiperimunizado. Apesar do referido autor 
não comentar sobre a natureza do antígeno pro
posto, parece-nos ter ele partido da premissa de 
que antígenos solúveis estariam presentes no so
ro de ratos com 3 dias de infecção. Entretanto, 
A L L S O P et ali i (19711) mostraram evidências de 
que antígenos solúveis de tr ipanossomas do sub 
grupo brucei, não se apresentam " in v ivo" , ocor
rendo somente " in vi tro" por desintegração dos 
parasitas. Como não nos foi possível encontrar 
na literatura outra referência sobre o emprego 
de soro de animal infectado como fonte de antí
geno para o diagnóstico desta tr ipanossomíase, 
ju lgamos que maiores estudos devem ser feitos 
para que se possa concluir a questão. 

A reação de aglut inação foi a técnica mais 
sensível no diagnóstico da infecção por T . evansi 
em cobaias, pois os resultados apareceram pre-
cocemente e os títulos foram bastante altos. E s 
tes resultados são semelhantes aos obtidos por 
G I L L (1965 5), conf i rmando ser a ag lu t inação 
uma reação bastante sensível. 

O tratamento dos soros com 2-Mercapto-e 
tanol, inibiu completamente a reação de agluti
nação, sugerindo, portanto, ser IgM a pr incipal 
classe de imunoglobul ina presente no soro de 
cobaias infectadas com T . evansi. Segundo L U C 
K I N S et ali i (19789) os níveis de IgM aumentam 
de 5 a 20 vezes em relação aos níveis normais, 
nos animais infectados com T . evansi. 

S U M M A R Y 

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 agglut ination 
tests, to detect antibodies to T . evansi. The fluo
rescent antibody test was positive in s ix (6) ani
mals and the antibody titres were very low (1:4 
to 1:16). The agglut ination test detected trypa¬ 
nosomal antibodies in sera one (1) week after 
infection. After two (2) weeks all animals were 

positive with high titres (1:8.000 to 1:250.000). Ag
glutination was inhibited when sera were treated 
with 2-Mercapto-etanol. Th i s fact suggests that 
IgM is the pr incipal class of antibodies in sera 
of infected guinea-pigs. Precipi tat ing antibodies 
were not detected during the course of infection. 
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