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1. INTRODUCAO

Trypanosoma evansi (T. evansi) € um protozoario emergente, que infecta a
maioria das espécies domeésticas, algumas espécies silvestres e o homem. A
enfermidade produzida por este parasito adquire grande importancia na espécie
equina, causando sintomatologia grave e levando os animais a 6bito (HOARE,
1972). No Brasil, varias regides ja registraram casos de tripanossomose equina
nos ultimos anos (NUNES et al., 2011). A situacdo € preocupante, uma vez que a
doenca causa sérios prejuizos econdémicos, principalmente quando afeta animais
de alto valor zootécnico. A queda da produtividade e 6bito sdo consequéncias da
forma aguda da doenca. No entanto, a manifestacdo crbnica adquire maior
importancia, pois além da queda de performance ou produtividade do animal, a
condicdo de portador da enfermidade e recidivas do quadro clinico séo situacdes
agravantes. Embora existam varios protocolos quimioterapicos relatados na
literatura, tanto para profilaxia como para o tratamento da enfermidade
diagnosticada, constata-se que até o presente momento ainda ndo se conseguiu
um tratamento realmente eficaz para o controle desse protozoario (SILVA et al.,
2004).

A “Tecnologia IgY” baseia-se na imunizacdo de galinhas (Gallus gallus
domesticus) e extracao de anticorpos IgY-especificos a partir da gema do ovo. O
procedimento é aceito internacionalmente como método alternativo a favor do
bem estar animal por se tratar de procedimento ndo invasivo (SCHADE et al.,
2005). Atualmente reconhece-se uma seérie de vantagens ao utilizar anticorpos
aviarios ao invés de anticorpos de mamiferos.

Nossos estudos tiveram como objetivos a producdo e caracterizagdo de
anticorpos IgY anti-T.evansi a partir de inoculagbes periédicas com formas

tripomastigotas do parasito em galinhas poedeiras, avaliacdo in vitro da cito e



genotoxicidade e avaliagdo in vivo da eficacia profilatica e terapéutica dos

anticorpos produzidos.

2. METODOLOGIA

Trés galinhas poedeiras, ragca New Hampshire com 25 semanas de idade,
foram imunizadas com formas tripomastigotas de T. evansi. A extracdo da IgY a
partir da gema do ovo foi realizada conforme método descrito por POLSON et al.
(1980). As imunoglobulinas extraidas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10 % (SDS-PAGE) sob condi¢des redutoras. A reacao antigeno
anticorpo foi evidenciada através do Western Blot e ELISA avidez. A
concentracdo de IgY especifica anti-T.evansi extraida foi avaliada pelo método
Coomassie Blue usando albumina sérica bovina como padréo.

Testes in vitro avaliaram a citotoxicidade (Teste MTT- viabilidade celular) e
genotoxicidade (instabilidade cromossomal e indice mitético). A eficacia
terapéutica foi testada em Rattus norvegicus infectados experimentalmente com
T. evansi. Foram avaliadas a acdo da IgY-anti T. evansi nas doses de 10 e 30
mg.kg-1 isoladamente e associada ao dipropionato de imidocarb e diaceturato de
diminazene. Os animais foram observados durante 90 dias para monitoramento
da parasitemia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes in vitro utilizando cultura de células de linfécitos humanos permitem
avaliar os efeitos sobre a estrutura e fisiologia celular (ROGERO et al., 2003). Ao
colocarmos o0s anticorpos IgY em contato direto com cultura de células de
mamiferos, nenhuma alteracdo anatémica, fisioldgica e da viabilidade celular foi
constatada, o que os tornam biocompativeis para uso na biomedicina. Testes de
genotoxicidade sao importantes para avaliacdo de danos ao material genético,
com consequente inducdo de carcinogénese e impactos na reproducado celular
(DOAK et al.,, 2011). Ao submetermos as imunoglobulinas IgY ao teste de
instabilidade cromossdmica e indice mitético, ndo foram observadas altera¢bes da
estrutura do DNA e da reproducéo celular.

Nos testes in vivo, ao avaliarmos a acéo profilatica destes anticorpos nas
doses de 10 mg.kg? e 30 mg.kg?, observamos que na maior dose o periodo pré-
patente foi superior estatisticamente. Considerando que a vida média da IgY na
circulacdo sanguinea varia entre 36 a 65 horas (WOOLLEY e LANDON, 1995) e
que em ambos os tratamentos a IgY foi administrada durante os cinco dias
anteriores a infeccdo, constatamos que a dose de 30 mg.kg? manteve niveis
plasmaticos suficientes para impedir o desenvolvimento do protozoario logo apés
infeccdo, o que ficou evidenciado pelo periodo pré patente de 14.8 + 2.1 dias.

Todos os protocolos de tratamento administrados em ratos infectados,
diferiram estatisticamente do grupo controle positivo em relagao a longevidade. A
administragéo de imunoglobulinas IgY por via intraperitoneal com fins terapéuticos
€ descrita por ZHEN et al. (2011) e FENG et al. (2013), entretanto ndo ha um
consenso em relacdo a dose e duracéo do tratamento com estes anticorpos. Em
nosso estudo foi administrado IgY aviaria nas doses de 10 mg.kg* e 30 mg.kg?, e
constatamos que ambas diferiram significativamente do grupo controle.
Igualmente, a longevidade do grupo que recebeu a dose de 30 mg.kg? foi
significativamente superior em relacdo ao grupo que recebeu a menor dose.
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Relatos descrevem a eficacia da imunizagcédo passiva com anticorpos IgY com fins
profilaticos e terapéuticos (MULVEY et al.,, 2011; VEGA et al.,, 2012). Nosso
estudo sugere que a profilaxia reforca o sistema imunolégico dos animais frente a
infeccdo pelo protozoario e aumenta o periodo pré-patente; e, a continuidade do
tratamento aumenta a longevidade destes animais.

Dipropionato de imidocarb € indicado para profilaxia e tratamento de
babesioses em bovinos e equinos. Em nosso estudo, a administracdo de
protocolo semelhante ao descrito por DA SILVA et al. (2008), que obteve 30 dias
de longevidade em ratos, ndo controlou a infeccdo e os animais vieram a o6bito
entre 0 12° e 14° dia. A administracdo da droga associada ao anticorpo especifico
aumentou a sobrevida dos animais, mas houve recidiva a partir do 9° dia pés
infeccdo e a morte de todos os ratos até o 25° dia. Neste protocolo, ao testarmos
uma droga com pouca eficacia terapéutica contra o T. evansi, ficou evidenciado o
efeito das imunoglobulinas aviarias sobre a longevidade de animais infectados.

A comparacao entre o grupo tratado com diaceturato de diminazene e o
grupo tratado com a associacdo anticorpo-diaceturato de diminazene, nao
mostrou diferenca estatistica significativa entre eles. Nossos resultados coincidem
aos descritos por DA SILVA et al. (2008) em relacdo ao controle da infecgcéo e
longevidade, e justificam a auséncia de diferenca estatistica entre os grupos.
Pode-se afirmar que em ambos os grupos a infecc¢ao foi controlada pelo farmaco,
nao sendo possivel avaliar o efeito dos anticorpos IgY.

4. CONCLUSOES

O protocolo de imunizacdo e extracdo usados nesta pesquisa permitiu a
obtencdo de anticorpos especificos contra o protozodrio e inécuo para o
hospedeiro.

Ao serem submetidas a testes de toxicidade in vitro, as imunoglobulinas IgY
ndo mostraram danos em membrana celular de linfécitos humanos, néo
interferiram na viabilidade celular e ndo produziram alteracdes no DNA em nivel
cromossOmico; ndo apresentando portanto, citotoxicidade e genotoxicidade, nas
concentracoes testadas.

Nos testes in vivo, a administracao destes anticorpos, por via intraperitoneal,
na dose de 10 mg.kg?, ndo apresentou acdo profilatica e ndo controlou a
infeccdo, mas aumentou a longevidade quando associada ao tratamento com
farmacos anti-hematozoarios. A dose de 30 mg.kg™, administrada profilaticamente
e apés a infeccdo experimental, promoveu aumento do periodo pré patente e
longevidade em ratos infectados com T. evansi. A associacdo de anticorpos anti
T. evansi ao tratamento farmacoldgico reforgou o sistema imunol6gico de animais
infectados, aumentando a longevidade, desenvolvendo uma melhor resposta
terapéutica ao tratamento instituido.
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