Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paido
36 (1): 11-17, janeiro-fevereiro, 1994

AVALIAGAO PARASITOLOGICA E SOROLOGICA DE CAPRINOS INOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE PELO TRYPANOSOMA CRUZI.

Alexandre J. FERNANDES (1), Ricarde W. A. VITOR (2) & Jodo Carlos P. DIAS (1)

RESUMO

A infecgdo experimental pelo Trypanosoma cruzi foi estudada em nove caprinos jovens. Os
animais foram inoculados via intraperitoneal com 10® tripomastigotas sangiiineos/Kg de peso com as
cepas 147 (Grupo 1) e 229 (Grupo 2), isoladas de pacientes chagasicos cronicos de Bambui, MG.
Realizaram-se exames de sangue a {resco, xenodiagndstico, hemocultura e sorologia (RIFT ¢ ELISA).
O periodo de acompanhamento da infecgdo variou de 7 a 30 meses. Péde-se observar uma acentuada
diferenga no curso da infecgfo entre os dois grupos. Demonstrou-se pela primeira vez em caprinos
experimentalmente inoculados com 7. cruzi, o parasita através de exames de sanguc a fresco e
xenodiagnostico no periodo agudo e pela hemocultura e xenodiagndstico no periodo crbnico da
infecgdo chagasica. Osresultados sugerem que caprinos, em determinadas condigdes epidemiolégicas,
podem ser importantcs no ciclo de transmissao silvestre e peridoméstico do T. cruzi, especialmente
aqueles animais mais jovens.

UNITERMOS: Trypanosoma cruzi; Caprinos; Reservatoério; Epidemiologia da doenga de Chagas.

INTRODUCAO

Entre os reservatdrios sinantrépicos do Trypa-
nosoma cruzi, os caprinos tém sido avaliados em vdrias
regides do Chile »* *¢ no nordeste do Brasil "

A caprinocultura se restringe principalmente as
zonas rurais latinoamericanas, sendo desenvolvida por
populagdes de nivel socioecondmico baixo € por vezes
se sobrepondo a areas de transmissdo da doenga de
Chagas ''.

No Brasil, a primeira evidéncia da infecgdo natural
caprina pelo T. cruzi foi observada em Sdo Sebastido do
Umbuzeiro, Paraiba. Entre 79 animais estudados 43
(54,4%) apresentaram Reagdo de Hemaglutinagdo Indi-
reta (RHI) reativa para 7. cruzi ®.

Posteriormente, na mesma localidade, entre soros
de 748 cabras testados 195(26,1%) foram reagentes para
T. cruzi através da R11I, ndo sendo indicado a demons-
tragdo do parasita neste trabatho '\

A demonstragdo do T. cruzi em caprinos natural-
mente * e experimentalmente ! infectados através de
exames parasitolégicos tem sido apenas ocasional €
excepcionalmente apresenta resultados positivos. No
presente trabalho, buscou-se estudar a infecgdo experi-
mental aguda ¢ crdnica pelo 7. cruzi em caprinos jovens
através de exames parasitolégicos e soroldgicos, na ten-
tativa de um melhor conhecimento do curso da infecgdo
nestes animais, como base para avaliagdo do seu poten-
cial na cadeia da doenga de Chagas humana.

(1) Posto Avangado de Estudos “Emmanuel Dias™/Laboratério de Biologia de Triatomineos e Epidemiologia da doenga de Chagas, Centro de Pesquisas
“René Rachou” - FIOCRUZ. CP 1743. 30190-002, Belo Horizonte, MG, Brasil.
(2) Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados nove caprinos sem raga definida,
procedentes do municipio de Bambui (MG), com idade
entre 8 ¢ 78 dias, filhos de cabras com irés xeno-
diagnosticos negativos e trés Reagdes de Imunofluo-
rescéncia Indireta nfio reagentes para 7. cruzi.

Exames pré-infecgio

Os animais antes da inocula¢fio com o T. cruzi,
foram submetidos ao xenodiagndstico com 20 ninfas de
3° estidio, sendo 10 de Triatoma infestans e 10 de
Panstrongylus megistus. Os insetos foram examinados
por dissecgio aos 30 dias apos o repasto. Paralelamente,
foram coletadas amostras de soro para Reacio de Imu-
noflurescéncia Indireta (RIFI) e Reagdo Imunoenzi-
matica (ELISA). Todos os animais foram pesados e
avaliada a temperatura retal.

Inéculo e cepas de T. cruzi

Os animais foram inoculados via intraperitoneal
com 10? tripomastigotas sangiiincos/Kg de peso com as
cepas 147 ou 229. Ambas foram isoladas de pacicntes
chagésicos crénicos procedentes do municipio de
Bambui, Minas Gerais, pertencentes, respectivamente,
aos Zimodemas B e A%.

Infecgio
Os animais foram subdivididos em dois grupos:

Grupo I cinco animais com idade entre 8 e 78 dias,
pesando em média 5.300g, foram inoculados com a cepa
147 de T. cruzi;

Grupo ITI: quatro animais com idade entre 11 e 15
dias, pesando em média 7Kg, foram inoculados com a
cepa 229 de T cruzi.

Exames pos-infecgio

Exame a fresco. De cada animal examinava-se
diariamente, a partir do 4° dia de infec¢do, por um
periodo minimo de 45 dias, amostras de sangue entre
limina e laminula para avaliagfo da parasitemia .

Xenodiagnostico: A metodologia foi a mesma uti-
lizada antes da infecc¢do, sendo os dois primeiros exames
aplicados quinzenalmente e os demais mensalmente, até
o final da avaliagfo.

Hemocultura: Foram coletados 20ml de sangue
heparinizado de cada animal e cultivado em meio LIT",
com leituras aos 30, 60 e 90 dias ap6s a coleta.

Sorologia: As duas primeiras amostras de soros
foram coletadas quinzenalmente e¢ as demais mensal-
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mente até o final da avaliagdo. Na RIFI ° foi utilizado
como conjugado antigamaglobulina total de cabra, ob-
tida em coeclho e marcada com isotiocinato de fluo-
resceina. Os soros foram diluidos a partir de 1:10 com
fator de diluigdo igual a 2 até 1:1280. A ELISA *' foi
realizada utilizando antigeno total extraido da cepa Y de
T. cruzi por tratamento com NaOH 0,15M * e soros
diluidos a 1:40. Esta diluig¢do foi a que melhor discrimi-
nou soros de dois animais infectados e ndo infectados
avaliados previamente pela ELISA nas diluigdes de 1:10
até 1:1280. O conjugado utilizado foi uma anti-IgG
caprina marcada com peroxidase (SIGMA) e a leitura
em absorbincia a 492 nm em leitor de microplacas (BIO
RAD). O gréifico mostrando a evolugdo dos niveis de
anticorpos anti-T. cruzi foi elaborado utilizando as
médias simples das leituras em absorbancia (ELISA) e
as médias geométricas da reciproca dos titulos (MGRT)
obtidas pela RIFI %,

Temperatura: Foi observada via retal, diariamente,
a partir do 4° dia de infecg@o até o 30° dia, passando a
ser semanal apos este periodo. A temperatura era medida
paralelamente ao exame a fresco.

RESULTADOS

GRUPO I Animais inoculados com a cepa 147 de
T. cruzi:

Exame a fresco: Todos os animais apresentaram exame
de sangue a fresco positivo, com periodo pré-paten-
te e de paténcia médios de 10 e 4 dias, respecti-
vamente. A figura 1 representa a curva da para-
sitcmia média dos cinco animais estudados. Um
dos animais morreu no 27° dia de infecgfo, apresen-
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Fig. 1 - Curva de parasitemia média de caprinos inoculados com tripo-
mastigotas sangiliineos da cepa 147 (Grupo I) de Trypanosoma cruzi.
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tando elevada parasitemia com pico no 12° dia e
atingindo aproximadamente 7150 tripomastigotas/
Sul de sangue.

Xenodiagnostico: Todos os animais apresentaram
xenodiagnosticos negativos antes da inoculagdo.
Em dois animais foram aplicados 12 xeno-
diagnésticos num periodo de 9 meses, com resulta-
dos negativos. No animal que foi inoculado com 19
dias dc nascido foram realizados scte exames num
periodo de quatro meses. Destes, dois foram posi-
tivos para T. cruzi no 15° e 30° dia de infecgdo. No
animal inoculado no 8° dia de nascido foram reali-
zados 39 xenodiagndsticos num periodo de 30
meses, sendo trés positivos no 15°, 30° € 45° dia de
infecgdo.

Hemocultura: Nio foi realizada.

Sorologia: Antes da inoculagdo, os animais apresenta-
ram soros com titulos inferiores a 1:20 pela RIFl e
leitura média de 0,087 pela ELISA. Apoés a
inoculagdo, foram observados niveis crescentes de
anticorpos anti-T. cruzi pelos dois testes a partir da
segunda semana. A média geométrica da reciproca
dos titulos (MGRT) de anticorpos detectados pela
RIFI oscilou entre 1:56 e 1:320 a partir da quarta
semana até o final do acompanhamento. A ELISA
apresentou, ap6s a inoculagdo, leituras médias os-
cilando entre 0,213 ¢ 0,530 (Figura 2).

Temperatura: A temperatura média antes da inoculagio
foi de 39,8°C. Nio houve altcragéio apds a infecgdo.

GRUPO II: Animais inoculados com a cepa 229 de
T. cruzi:

Exame a fresco: Todos os animais tiveram exames de
sangue a fresco negativos.
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Fig. 2 - Pesquisa de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi no soro de caprinos
inoculados com a cepa 147 (Grupo I) pela Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIF1) e Reagldo Imunoenzimatica (ELISA).

Xenodiagnosticos: Todos apresentaram exames negati-
vos antes da inoculagdo. Em cada animal foram
aplicados 13 xenodiagndsticos num periodo de 12
meses de avaliagdo. Dois apresentaram resultado
positivo apenas no 15° dia de infecgdo, um teve
todos os exames negativos e o outro apresentou
xenodiagnédstico positivo sete meses apoés
inoculagdo.

Hemocultura: A hemocultura foi realizada no 50° dia e
aos seis € 12 meses apds inoculagdo. Apenas um
animal teve a hemocultura positiva no 50° dia,
coincidentemente o mesmo que apresentou
xenodiagnéstico positivo aos 7 meses de infecgdo.

Sorologia: A RIFI somente detectou niveis significa-
tivos de anticorpos anti-T. cruzi nos soros dos
caprinos do Grupo 2 a partir da sexta semana apés
a infecgfo. Entre a sexta e quadragésima semana,
a MGRT oscilou entre 1:24 e 1:80, sempre apre-
sentando titulos relativamente baixos. A leitura
média em absorbancia pela ELISA antes do inéculo
foi de 0,122 elevando-se depois para 0,190 e osci-
lando entre 0,180 a 0,403 até a vigésima sexta
semana, periodo maximo de avaliag@o por este teste
(Figura 3).

Temperatura: Ndo houve alleragfo, sendo a média de
40°C.
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Fig. 3 - Pesquisa de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi no soro de caprinos
inoculados com a cepa 229 (Grupo 2) pela Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFT) e Reagdo Imunoenzimaética (ELISA).

DISCUSSAO

Os caprinos, entre os reservatorios sinantrépicos do
T. cruzi, tm sido assinalados como importantes fontes
de alimentacdo para triatomineos peridomiciliados e
silvestres '»2%e como participantes do ciclo de transmis-
sdo do parasita .
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A infecgdo natural de caprinos pelo T. cruzi foi
descrita no Chile através do xenodiagndstico aplicado
em 232 animais, sendo encontrado apenas 1 (0,5%)
positivo 2. De acordo com dados obtidos na literatura,
esta ¢ a inica comprovagdo parasitolégica da infecgio
natural caprina pelo 7. cruzi, uma vez que os outros
estudos foram realizados através da Reagdo de
Hemaglutinagdo Indireta (RHI) ** ¥ e Reagdo de Imuno-
fluorescéncia Indireta ' 2%, Mais recentemente, no mu-
nicipio de S0 Raimundo Nonato, Piaui, anticorpos anti-
T. cruzi foram pesquisados através da RIFI, RIII e
ELISA em 147 cabras, com 25,2% de positividade.
Nestes animais aplicou-se o xenodiagnéstico obtendo-se
resultados negativos .

Com relagfio a infecgBo experimental destes ani-
mais os dados da literatura sdo extremamente escas-
sos. BRUMPT 7infectou dois animais, ndo detectando
parasitas através de exame de sangue a fresco. Poste-
riormente, o parasita foi demonstrado via hemocultura
no 3° e 38° dia, e em esfregagos sanguineos corados no
12°e 17° dia apés a infecgdo em duas cabras com um dia
de nascidas. Os animais foram observados por um
periodo médio de 96 dias '*. Mais recentemente, a
infecgc@o com as cepas Colombiana, Paraibana ¢ FL de
T. cruzi foi estudada em cinco caprinos com seis meses
de idade. Os animais foram avaliados através do exa-
me a fresco, hemocultura e RIFI. O parasita sé foi
demonstrado através de hemocultura realizada no 7°
dia de infecg@o em um animal inoculado via
endovenosa e intraperitoneal com 10.500.000 parasi-
tos sangiiineos da cepa FL'!.

No presente trabalho demonstrou-se, pela primeira
vez, em caprinos experimentalmente inoculados com T.
cruzi, o parasita através de exames a fresco e xeno-
diagnéstico no periodo agudo, e pela hemocultura e
xenodiagnostico no periodo crénico da infecgdo cha-
gasica. Pdde-se observar, através de exames parasi-
tolégicos e sorolégicos, uma acentuada diferenga no
curso da infecgdo entre os dois grupos de caprinos estu-
dados, inoculados com duas cepas distintas de 7. cruzi
de origem humana.

A febre como sinal clinico da infecgdo ndo ocor-
reu em nenhum grupo de animais, permanecendo
inalterada a temperatura retal mesmo naqueles que
apresentaram parasitemia patente. Os valores, por nés
encontrados, se assemelham aos observados em
caprinos normais confinados (38,2 - 39,2°C) e scmi-
confinados (38,8 - 40°C) 22,
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Todos os animais do Grupo I, inoculados com a
cepa 147 de T. cruzi, apresentaram exame a fresco
positivo ao passo que aqueles inoculados com a cepa 229
(Grupo II) apresentaram parasitemia subpatente, apesar
de serem todos muito jovens com idade entre 11 a 15
dias. Deve-se ressaltar que o indculo utilizado foi baixo
(10 tripomastigotas sanguineos/Kg de peso), demons-
trando a susceptibilidade de caprinos jovens a infecgéo
pelo T cruzi. O diferente comportamento parasitolégico
apresentado pelas cepas 147 € 229 em caprinos concorda
com o observado em camundongos C3H, utilizando as
mesmas cepas ', Neste trabalho os autores estudaram
cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes zimodemas
(Z) e esquizodemas (KDNA), e sugerem uma correlagio
entre Z e aspectos bioldgicos do parasita. A cepa 229
pertencente ao ZA * apresentou parasitemia subpatente
e baixa viruléncia para camundongos; 0 mesmo compor-
tamento se observou quando inoculada em caprinos
(Grupo II). A cepa 147, com perfil de ZB %, determinou
parasitemia patente, alta viruléncia e letalidade para
camundongos. Este comportamento foi semelhante nos
caprinos deste trabalho, inclusive causando a morte de
um animal no periodo agudo da infecgdo. Numerosos
{rabalthos apontam diferengas comportamentais de cepas
de T. cruzi em infecgdes experimentais, entre estes, com
as cepas Y e CL em camundongos ©e cdes *; cepas
Ernestina e Albuquerque em coelhos # e cepas Be-62 e
Be-78 em cdes '®. Nossos resultados concordam com
dados experimentais anteriores '*, onde observou-se
parasitas no sangue periférico de cabras jovens até o 17°
dia de infecgdo. BRENER °, entre outras cepas de T.
cruzi, estudou o comportamento da cepa FL que apre-
senta 92% de formas sanguineas largas, em camundon-
gos normais e imunes, verificando que, através da
inoculagdo direta de tripanossomas na corrente sangui-
nea de camundongos normais, uma alta percentagem de
formas largas permaneceu na circulagdo de quatro a
cinco dias, sem efctuarem o ciclo tecidual. Desta forma,
com relagdo aos resultados de CASTILLO 'Y, julgamos
que, provavelmente, os parasitas da cepa FL de 7. cruzi,
detectados via hemocultura no 7° dia apés infeccio,
foram formas ainda procedentes do indculo.

No conjunto, os presentes dados indicam a impor-
tancia potencial de caprinos na transmissdo do T. cruzi
a triatomincos, especialmente no periodo agudo da in-
fecgdo. Apenas em um animal, inoculado com a cepa
229, ndo foi possivel demonstrar o parasita, sendo a
infecgdo evidenciada através de anticorpos anti-T. cruzi
detectados pela RIFI ¢ ELISA. Na literatura ndo existem
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dados referentes ao acompanhamento de caprinos no
periodo crénico da infecgdo pelo T. cruzi através do
xenodiagnostico. O periodo maximo anteriormente ava-
liado foi de cinco meses através de esfregagos san-
gliineos e trés meses via exame de sangue a fresco,
hemocultura e RIFT '

Tudo indica que a partir da fase aguda ocorre nos
caprinos uma redugdo significativa da parasitemia, espe-
cialmente depois dos 2 meses de infec¢io, quando escas-
seiam sobremaneira os xenodiagnésticos e hemoculturas
positivas, embora permancgam altos os niveis de anti-
corpos anti-T. cruzi. Num total de 95 xcnodiagnésticos
aplicados sobre 9 caprinos, entre 2 ¢ 30 meses de infcc-
¢do chagasica, somente I animal (11,1%) e 1 xcno-
diagnéstico (1,05%) foi positivo aos 7 meses. Uma
hemocultura apenas foi positiva aos 50 dias de infecgdo,
em um unico animal, ressaltando-se que o volume de
sangue coletado por hemocultura, de 20ml, € bastante
satisfatério, desde que para humanos adultos se reco-
mendam 30ml 2,

Pdde-se observar que as duas reagdes soroldgicas
apresentaram boa sensibilidade na detecgdo de
anticorpos anti-T. cruzi na infecgfio experimental de
caprinos, sendo a ELISA, independente da cepa utiliza-
da, capaz de fazé-lo mais precocemente. Resultados
scmelhantes foram observados em cdes ' inoculados
com as ccpas Be-68 ou Be-78 de T. cruzi, onde a
reatividade dos soros para anticorpos IgM e IgG na
ELISA antecedeu de duas semanas & RIFL. O estudo da
infecglo experimental em camundongos com cinco ce-
pas de T. cruzi, demonstrou diferengas entre cepas do
parasita e sua habilidade para induzir anticorpos especi-
ficos, sugerindo ser esta habilidade prépria da cepa .
Posteriormente, observou-se que a intensidade, inicio e
evolugio da resposta imunoldégica em camundongos
diferiu de acordo com a cepa de T. cruzi utilizada *.

A maioria dos estudos da infec¢do natural pelo T.
cruzi em caprinos tém sc¢ limitado a levantamentos
soroepidemioldgicos ® ' " ! sem no entanto, avaliar o
potencial que estes animais tém para infectar
triatomineos. Este dado seria de grande relevancia, uma
vez que a prevaléncia de infecglo natural pelo T. cruzi
em caprinos no Chile chega a 9,4% " ¢ de 26,1% na
Paraiba, Brasil ''. Este dltimo autor, estudando a fonte
alimentar de 107 Triatoma brasiliensis capturados em
abrigos de cabras, obscrvou que 48 (44,9%) tria-
tomineos haviam se alimentado nestes animais ¢ 26
(24,3%) foram positivos para T. cruzi. Posteriormente,

observou-se que em Catolé do Rocha, Paraiba, os
caprinos constituiram fonte alimentar ao T. brasiliensis
em nivel superiores a gatos e cées no peridomicilio 2"
Estes resultados, somados & capacidade destes animais
infectarem triatomineos no periodo agudo e eventual-
mente cronico da infecgdo, como por nos demonstrado,
sugerem que, em determinadas condigbes epide-
mioldgicas os caprinos podem ser importantes no ciclo
de transmissdo silvestre e peridoméstico do T. cruzi,
especialmente aqueles animais mais jovens. Outro as-
pecto a ser considerado, € a possibilidade de infecgfio ao
se¢ manipular a camne destes animais, ou mesmo infecgdo
por via oral ao ingerir carne mal cozida. Mas, provavel-
mente, acontecendo em circunstancias absolutamente
excepcionais.

SUMMARY

Serological and parasitological evaluation of
goats, experimentally inoculated with
Trypanosoma cruZi.

The experimental infection by Trypanosoma cruzi
was studied in nine young goats. These animals were
inoculated by intraperitoneal route with 10° trypo-
mastigotes/Kg body weight with strains 147 (Group 1)
and 229 (Group 2), isolated from chronic Chagasic pa-
tients proceeding from Bambui, Minas Gerais, Brazil.

The infected animals were submitted to fresh blood
examinations, xenodiagnosis, hemoculture and serology
(IFAT and ELISA). The follow up of T. cruzi infection
ranged from 7 to 30 months and it was possible to note
amarkable difference concerning the course of infection
between the two groups.

The parasite was visualized, for the first time in
experimentally infected goats in the acute period
through fresh blood examinations and xenodiagnosis
and through hemoculture and xenodiagnosis during the
chronic period of the Chagasic infection.

These results suggest that, under some epidemio-
logical conditions, goats may be important in the
sylvatic and peridomiciliar transmission cycles of T.
cruzi specially young animals.
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