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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a dindmica da resposta imune humoral de dois caes
experimentalmente infectados com a cepa “Y” de Trypanosoma cruzi (T. cruzi), visando
identificar a ocorréncia de soroconversao e a respectiva variagdo de titulos de anticorpos. Para
tanto, foram colhidas amostras de sangue dos animais semanalmente, durante 56 semanas, ¢ a
detec¢do de anticorpos foi realizada por meio da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI). Na primeira semana apos a inoculacdo ndo foram detectados anticorpos em ambos
animais. Um cdo apresentou anticorpos com aumento gradual de titulos a partir da 2* semana,
atingindo titulo maximo de 1.280 apds quatro semanas de inoculacdo. Os titulos declinaram
entre a quarta e quinta semanas, atingindo de 80 a 320 até a 56 semana. No outro cdo, o pico
de anticorpos foi detectado entre a 11* ¢ 13* semanas, quando entdo os titulos comegaram a
declinar. Logo apos, identificou-se um novo pico entre a 22* e 23* semanas, com titulo
maximo de 640. A partir da 25* semana verificou-se tendéncia a estabilizacdo, com titulos
variando de 80 a 320. Na ultima semana o titulo manteve-se em 80. Este estudo demonstra
que cdes experimentalmente inoculados com a cepa “Y” de 7. cruzi desenvolvem rapida
resposta imune e produzem elevados titulos de anticorpos. Considerando os limites éticos de
um delineamento cientifico, estes animais podem ser utilizados como modelos experimentais
em estudos da histdria natural e imunopatologia da doenga de Chagas, bem como na produgao
de anti-soros para fins diagnosticos.
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IMMUNE RESPONSE DYNAMICS OF EXPERIMENTALLY INFECTED DOGS
WITH Trypanosoma cruzi “Y” STRAIN

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the dynamics of humoral immune response of two dogs
experimentally infected with Trypanosoma cruzi "Y" strain, in order to identify the
seroconvertion and the antibody titles variation. Animal’s blood samples were collected
weekly, during 56 weeks and indirect immunofluorescence test (IIF) was carried out for anti-
T.cruzi antibodies detection. On the first week after inoculation antibodies were not detected
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in any animals. One dog produced antibodies with gradual titers increase after the second
week, achieving a maximum titer of 1,280 after four weeks of inoculation. Titers declined
between the fourth and fifth weeks, ranging from 80 to 320 up to the 56™ week. In the other
dog, antibodies output peak was verified between the 11™ and 13™ weeks and then titers
started to decrease. Soon after, a new peak was observed between the 22" and 23" weeks,
with a maximum titer of 640. From the 25" week on, it was verified a stabilization tendency,
with titers ranging from 80 to 320. In the last week, titer was kept in 80 in both dogs. This
study shows that dogs experimentally inoculated with 7. cruzi "Y" strain develops a quick
immune response, and produce high antibodies titles. Considering the ethical limits of an
experimental design, these animals can be used as experimental models in studies of the
natural history and immunopathology of Chagas disease, and also for antiserum production.

Key words: serology, dogs, Trypanosoma cruzi.

DINAMICA DE LA RESPUESTA INMUNE DE PERROS EXPERIMENTALMENTE
INOCULADOS CON LA CEPA “Y” DE Trypanosoma cruzi

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la dindmica de la respuesta inmune humoral de
dos perros experimentalmente infectados con la cepa “Y”’de Trypanosoma cruzi (T.cruzi),
para la identificacion de la ocurrencia de soroconversion y e la respectiva variacion de titulos
de anticuerpos producidos. Fueron colectadas muestras de sangre de los animales,
semanalmente, durante 56 semanas y la deteccién de anticuerpos fue realizada por medio de
la Reaccién de Inmunofluorescencia Indirecta (RIFI). En la primera semana después de la
inoculaciéon no fueron detectados anticuerpos en ambos animales. Un perro presentd
anticuerpos con aumento gradual de titulos a partir de la segunda semana, alcanzando titulo
maximo de 1.280 después de cuatro semanas de inoculacion. Los titulos declinaran entre la
cuarta y la quinta semanas, alcanzando de 80 al 320 hasta la 56* semana. En el otro perro, el
pico de anticuerpos fue detectado entre la 11* y 13? semanas, cuando los titulos empezaran a
declinar. Luego después, se identifico un nuevo pico entre la 22* y 23* semanas, con titulo
maximo de 640. A partir de la 25* semana se verifico la tendencia a la estabilizacion, con
titulos variando de 80 a 320. En la ultima semana el titulo se mantuvo en 80. Este estudio
muestra que perros experimentalmente inoculados con la cepa “Y” de T. cruzi desarrollan
rapida respuesta inmune y producen elevados titulos de anticuerpos. Considerando los limites
éticos de un delineamento cientifico, estos animales pueden ser utilizados como modelos
experimentales en estudios de la historia natural ¢ inmunopatologia del mal de Chagas, y
también en la produccidn de anti-sueros para usos diagndsticos.

Palavras-clave: serologia, perros, Trypanosoma cruzi.
INTRODUCAO

A doenga de Chagas ¢ causada pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario
flagelado da ordem Kinetoplastida, tamilia Trypanosomatidae. Trata-se de uma zoonose
prevalente nas Américas, com estimativa de 90 milhdes de individuos sob risco de infeccao.
Viarias espécies de mamiferos constituem-se em reservatdrios importantes de 7. cruzi,
principalmente os cdes, tendo em vista que estes animais sdo frequentemente fontes de
alimentagdo para os triatomineos domésticos (1, 2, 3).
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T. cruzi mobiliza multiplos mecanismos humorais e celulares da resposta imune inata
e adquirida e, em conseqiiéncia, o parasita passa a ser continuamente combatido, tendo a sua
multiplicagdo reduzida nos tecidos do hospedeiro (4). A infecgdo experimental por 7. cruzi
em cdes tem sido realizada em diversos estudos, demonstrando que a evolu¢do da doenca
ocorre de maneira semelhante aquela verificada em humanos (5, 6). Por este motivo, os caes
tétm sido utilizados como modelos experimentais em estudos da histéria natural e
imunopatologia da doenga de Chagas.

Com base no exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a dindmica da resposta
imune humoral em dois cdes experimentalmente infectados com a cepa “Y” de T.cruzi,
visando identificar a ocorréncia de soroconversdo e a respectiva variacdo de titulos de
anticorpos produzidos durante determinado periodo de tempo.

MATERIAL E METODOS

Dois caes machos, adultos, sem raca definida, foram inoculados com a cepa “Y” de T.
cruzi, procedente do Instituto de Medicina Tropical de Sdao Paulo, e mantida em meio de
cultura LIT (Liver Infusion Tryptose) no Laboratério de Diagnostico de Zoonoses do
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP, Botucatu-SP. A via utilizada para inoculacdo foi a intraperitoneal,
com 375uL do antigeno (formas tripomastigotas), diluido em 1.625uL de tampdo fosfato
salina (PBS, pH 7,2) estéril (7). Semanalmente, foram colhidas amostras de sangue dos caes
(5mL), por pun¢ao veno-cefalica, durante 56 semanas. As amostras foram encaminhadas ao
laboratorio, onde foram centrifugadas a 3590 g durante 10 minutos, para a obtengdo de soro.
Estes foram aliquotados em microtubos de 1,5 mL e armazenados a -20°C, até processamento.

As amostras de soro obtidas foram submetidas a técnica de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), para a deteccao de anticorpos anti-7. cruzi (3). O antigeno
utilizado foi a propria cepa “Y” de T. cruzi, cultivada em meio LIT, impregnada em ladminas
de imunofluorescéncia. As amostras de soro foram sucessivamente diluidas de 1:20 a 1:640 e
os anticorpos IgG foram detectados pela adi¢cdo de conjugado anti-IgG de cdo (F7884
Sigma®). O ponto de corte adotado foi o titulo 20 (3, 8). Em caso de fluorescéncia na diluigdo
de 640, a amostra de soro era entdo diluida e o titulo final considerado foi a ultima diluicao do
soro onde se observou fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da curva soroldgica de ambos animais estdo representados em conjunto
na Figura 1. Na primeira semana pds-inoculacao ndo foi detectada produ¢do de anticorpos em
ambos animais. Para o c3o 1, houve inicio de produgdo de anticorpos ¢ aumento gradual dos
titulos a partir da segunda semana, alcangando titulo maximo de 1.280 na quarta semana pods-
inoculacdo. Os titulos declinaram entre a quarta e quinta semanas e oscilaram entre 80 ¢ 320
até a 56" semana. As amostras deste cdo colhidas na 8%, 23 e 54* semanas estavam improprias
para a realizacdo da sorologia, por isso foram desprezadas. O cdo 2 apresentou pico de
producdo de anticorpos entre a 11* e 13* semanas, com queda e producdo de um novo pico
entre 22% e 23* semanas, com titulo maximo de 640. A partir da 25* semana verificou-se
tendéncia de estabilizacdo em ambos os cdes, com variacdo dos titulos entre 80 e 320,
mantendo-se em 80 nas Gltimas semanas, nos dois animais. As amostras do cdo 2, colhidas na
21* e 54* semanas, estavam improprias para a realizacdo da sorologia, por isso foram
desprezadas.
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FIGURA 1. Dinamica de anticorpos produzidos pelos cdes 1 € 2 em resposta a inoculagao
experimental com a cepa “Y” de Trypanosoma cruzi. Botucatu-SP, 2008.

Em estudo de infecgdo experimental em caes da raga Beagle, utilizando a cepa “Y” de
T. cruzi, realizado por Guedes et al. (6) a detecgdo de IgG ocorreu mais tardiamente — a partir
da quarta semana pods-infeccdo, quando os titulos de anticorpos comegaram a aumentar
progressivamente até a 10" semana, estabilizando-se até o final do experimento (100
semanas).

Como ocorre em outras infecgdes por microrganismos patogénicos intracelulares, a
infeccdo do hospedeiro pelo 7. cruzi mobiliza multiplos mecanismos humorais e celulares da
resposta imune inata (natural) e adquirida (adaptativa). Em consequéncia, o parasita passa a
ser continuamente combatido e tem a sua multiplicagdo reduzida nos tecidos do hospedeiro.
No entanto, ele persiste indefinidamente, assim como a resposta imune (9).

Em estudo de reinfec¢do experimental em caes, com duas cepas brasileiras de 7.cruzi
(147 e SC-1), a sorologia pela RIFI detectou altos niveis de IgG em animais
infectados/reinfectados pelo parasita (10). Além disso, os titulos detectados em animais
reinfectados permaneceram elevados, independentemente do tipo de cepa utilizada na
primoinfec¢do, e apresentaram perfis semelhantes durante todo o periodo de estudo (38
meses). Entre os cdes que foram infectados somente uma vez, o perfil sorologico foi bastante
similar. A semelhanca do que foi observado no presente estudo, os niveis de anticorpos
detectados naqueles animais decresceram ao longo dos meses de observacao, sem se tornarem
negativos. Os niveis de anticorpos detectados durante a fase cronica foram superiores nos caes
que foram reinoculados que nos caes infectados uma tnica vez.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, bem como na literatura
apresentada, ¢ possivel concluir que cades experimentalmente inoculados com a cepa “Y” de T.
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cruzi soroconvertem rapidamente, produzindo elevados titulos de anticorpos, podendo ser
utilizados como modelos em estudos da historia natural e imunopatologia da doenga de
Chagas, bem como para a produgdo de anti-soros especificos.
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