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4.2  Estudo II 

Heterologous antibodies to evaluate the kinetics of the humoral immune response in 

dogs experimentally infected with Toxoplasma gondii RH strain 

Enquanto anticorpos anti-T. gondii são freqüentemente encontrados em cães, a doença 

clínica é menos comum e geralmente vista em animais jovens ou associada com infecções 

concorrentes e condições de imunossupressão (RHYAN; DUBEY, 1992; DUBEY, 1987). O 

diagnóstico clínico é difícil porque os sinais clínicos são variados e não-específicos, presentes 

em muitas outras doenças infecto-contagiosas, incluindo a infecção pelo parasito 

estreitamente relacionado N. caninum. O diagnóstico laboratorial torna-se mais dificultado 

porque os testes sorológicos disponíveis geralmente não distinguem entre infecção ativa e 

crônica, pois a presença de anticorpos detectados por estes testes indica somente exposição ao 

parasito. Para definir infecção ativa com T. gondii por testes sorológicos é necessário a 

demonstração de altos e crescentes títulos de anticorpos IgG específicos em amostras de soros 

pareadas (intervalos de 2 a 4 semanas) (DUBEY, 1987). Em cães, pouco é conhecido sobre a 

produção de anticorpos na fase aguda da infecção por T. gondii, e portanto, um teste que 

possa detectar anticorpos IgM específicos em uma única amostra de soro seria de grande valia 

para diferenciar entre infecção ativa e latente na toxoplasmose canina, como é amplamente 

utilizado para determinar infecções agudas em humanos (CAMARGO et al., 1978).  

Os testes sorológicos convencionais utilizados para detecção de anticorpos IgM em 

soros de pacientes com toxoplasmose aguda apresentam várias limitações. IFAT e ELISA 

para detecção de anticorpos IgM específicos geralmente requerem processamento adicional 

das amostras de soro para bloquear fator reumatóide (IgM anti-IgG) que produz reações falso-

positivas ou remover anticorpos IgG competitivos para produzir resultados mais sensíveis e 

confiáveis (CAMARGO et al., 1983). IHAT utilizando 2-ME para o tratamento das amostras 

de soro tem evidenciado a presença de anticorpos IgM específicos quando uma significativa 

queda no título de anticorpos é vista nas amostras tratadas com 2-ME em relação às amostras 

não-tratadas (CAMARGO et al., 1989). Entretanto, este procedimento apresenta limitações 

para a detecção de baixos níveis de anticorpos IgM. Por outro lado, ELISA de captura IgM é 

baseado em uma separação imunológica de anticorpos IgM da amostra de soro-teste antes da 

reação com o antígeno, eliminando assim anticorpos IgG competitivos e minimizando reações 

não-específicas devido a fatores reumatóides em soros humanos (MINEO et al., 1986). Além 

disso, a baixa sensibilidade observada em outras técnicas ELISA-IgM convencionais, devido 
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à competição entre diferentes classes de anticorpos para determinantes antigênicos, pode ser 

revertida com ELISA de captura IgM.      

Anticorpos anti-IgM humana reagem cruzadamente com IgM canina. Esta reatividade 

cruzada foi demonstrada anteriormente por imunoeletroforese em “foguete” (HAU et al., 

1990) e por um ELISA de captura IgM para a detecção de anticorpos IgM específicos ao vírus 

da cinomose em soros de cães (BLIXENKRONE-MÖLLER et al., 1991).    

No estudo II, nós desenvolvemos um ELISA de captura IgM (McELISA) usando 

anticorpos heterólogos (anti-IgM humana) ou homólogos (anti-IgM canina) como anticorpos 

de captura para determinar a resposta de IgM anti-T. gondii em cães experimentalmente 

infectados com a cepa RH do parasito. Além disso, a cinética da resposta imune humoral foi 

avaliada por outros três testes sorológicos (IHAT, IFAT-IgG e ELISA-IgG) e a detecção do 

parasito em tecidos dos cães inoculados foi investigada por bioensaio em camundongos e 

análises imunohistoquímicas.  

Todos os quatro cães inoculados mostraram soroconversão como determinado pelos 

vários testes sorológicos, mas somente um animal exibiu sinais clínicos graves da infecção, 

como febre, anorexia, diarréia, dispnéia e morreu após 55 dias da inoculação. Os outros 

animais apresentaram sintomas moderados e caracterizados por febre e ligeira inapetência 

após 7 a 14 dias, e foram acompanhados até 62 dias pós-inoculação.  

Resultados de sensibilidade e especificidade mostraram que McELISA foi capaz de 

detectar anticorpos IgM anti-T. gondii em todos soros de cães com infecção ativa (grupo I) e 

não mostrou qualquer reatividade nos grupos com infecção crônica (grupo II) e negativos 

(grupo III) a T. gondii ou com soros IgG positivos a N. caninum (grupo IV) (Fig. 1). A 

reatividade cruzada entre anticorpos IgM humana e canina foi demonstrada ser funcional para 

o diagnóstico de infecção ativa por T. gondii como evidenciado pela alta e significativa 

correlação positiva (r = 0,9689; p < 0,0001) entre estes anticorpos heterólogos (Fig. 2).        

A cinética de anticorpos IgM foi obtida por McELISA usando anti-IgM humana ou 

anti-IgM canina (Fig. 3) e mostrou uma detecção precoce a partir de 7 dias, alcançando títulos 

máximos entre 10 e 20 dias e decrescendo a partir de 27 dias pós-inoculação (p.i.). No final 

do experimento (55 a 62 dias p.i.), dois animais ainda apresentavam títulos detectáveis de IgM 

por McELISA. A cinética da resposta de IgM obtida por IHAT (Fig. 4) mostrou uma detecção 

entre 7 e 10 dias com títulos detectáveis de IgM até 34 a 41 dias p.i.. Assim, anticorpos IgM 

foram detectados por McELISA mais precocemente e por um maior período que o IHAT com 

2-ME, embora mostrando um perfil transitório de anticorpos (IgM de curta duração). Ao 

contrário, anticorpos IgG avaliados por IFAT e ELISA foram detectados precocemente (7 dias 
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p.i.), alcançando os mais altos títulos entre 20 e 40 dias p.i. e por todo o período de 

observação (IgG de longa duração) (Fig. 5 A,B). Achados clínicos e resposta de anticorpos 

IgG semelhantes foram encontrados por Domingues e colaboradores (1998) em infecção 

experimental de um cão com a cepa N de T. gondii. Por outro lado, nossos resultados 

mostraram uma resposta imune mais precoce (7 a 10 dias p.i.) e duradoura (> 60 dias p.i.) 

comparado aos resultados obtidos em cães experimentalmente inoculados com cistos teciduais 

de uma cepa avirulenta (LINDSAY et al., 1996).  

Parasitos foram isolados por bioensaio em camundongos de todos os tecidos do cão 

com doença clínica fatal (Tabela 1). Análise imunohistoquímica revelou a presença de 

taquizoítas livres e parasitos dentro de vacúolos parasitóforos no citoplasma de células do 

baço, coração e pulmão apenas do cão que apresentou toxoplasmose fatal (Fig. 6).        

Os resultados deste estudo demonstraram que a infecção aguda por T. gondii em cães 

pode ser caracterizada por um perfil transitório de IgM que pode constituir em importante 

marcador da infecção ativa. Além disso, McELISA mostrou ser um potencial método para o 

diagnóstico da toxoplasmose aguda em cães, particularmente pelo uso de anticorpos 

heterólogos, como anti-IgM humana, que são reagentes comercialmente disponíveis com alto 

grau de purificação e qualidade.  
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