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RESUMO

O Cryptosporidium é um protozoario oportunista,que se aproveita da baixa resposta
imune dos hospedeiros para se instalar nos intestinos, vias biliares, estdbmago ou
trato respiratério. O objetivo do presente trabalho foi estudar a infeccdo experimental
pelo Cryptospodirium parvum em camundongos Balb-c imunossuprimidos
farmacologicamente com dexametasona (Dx) ou com ciclofosfamida (Cy). Sessenta
camundongos livres de patdgenos especificos foram divididos em 6 grupos: Grupo 1
(n = 15) - animais tratados com Dx (10 mg/kg/dia, por via intraperitoneal — ip) e
inoculados com Cryptosporidium parvum; Grupo 2 (n = 5) - animais tratados com Dx
(10 mg/kg/dia, via ip) e nao-inoculados com C. parvum; Grupo 3 (n = 15) - animais
tratados com Cy (75 mg/Kg, duas doses semanais, via ip) e inoculados com C.
parvum; Grupo 4 (n = 5) - animais tratados com Cy e néo-inoculados com C.
parvum; Grupo 5 (n = 15) — animais nao-tratados com farmacos imunossupressores
e inoculados com C. parvum, e Grupo 6 (n = 5) - animais néo-tratados com farmacos
imunossupressores e nao-inoculados com C. parvum. Os camundongos dos grupos
1, 3 e 5 receberam 1x10° oocistos de C. parvum. Semanalmente, foi coletado um
pellet de fezes de cada grupo, submetido a técnica de centrifugo-sedimentacdo com
agua-éter e a técnica modificada de Kinyoun a frio. Os animais foram eutanasiados
aos 14, 21, 28 e 35 dias poés-inoculacdo e fragmentos de intestino delgado e baco
foram colhidos, fixados em formol tamponado a 10% e incluidos em parafina. Cortes
histologicos dos fragmentos foram corados pela técnica de H-E, PAS, Ziehl-Neelsen
e Kinyoum a frio. Os camundongos tratados com Dx (grupo 1) ou Cy (grupo 3) e
inoculados com C. parvum apresentaram somente pelame ericado, a partir do 14°
dia de inoculacdo. Nos camundongos dos demais grupos, nenhuma alteracao clinica
compativel com a infec¢éo foi observada. Oocistos de C. parvum foram encontrados
nas amostras fecais dos camundongos dos grupos 1 e 3, a partir da 2% semana pos-
inoculagdo. Os oocistos mostravam-se como estruturas de forma esférica, coradas
em vermelho brilhante e medindo de 4 a 6 um de diametro. Nos animais dos demais
grupos (2, 4, 5 e 6), ndo foram observados oocistos nas fezes. Na necropsia, 0s
animais dos grupos 1 e 3, aos 35 dias de infeccdo, apresentaram petéquias na
parede do ileo. No exame histopatolégico dos animais dos grupos 1 e 3, a partir da
2% semana poés-inoculacdo, encontrou-se discreto infiltrado de células
mononucleares na camada muscular e a presenca de oocistos nas criptas das
vilosidades do ileo. Diante dos resultados encontrados, pode-se concluir que o0s
camundongos Balb-c imunossuprimidos com Dx ou com Cy foram suscetiveis a
criptosporidiose experimental, servindo como modelos animais para esta protozoose.

Palavras-chave: Camundongos, ciclofosfamida, Cryptosporidium  parvum,
dexametasona, infeccao experimental, modelo animal.



ABSTRACT

Cryptosporidium is an opportunistic protozoan parasite that takes advantage of its
hosts’ weak immune response to establish itself in the latter’s intestines, bile ducts,
stomach or respiratory tract. The purpose of this study was to analyze experimental
Cryptosporidium  parvum  infection of Balb/c mice pharmacologically
immunosuppressed with dexamethasone (Dx) or cyclophosphamide (Cy). Sixty
Specific Pathogen Free (SPF) mice were divided into six groups: Group 1 (n=15) —
animals treated with Dx (10mg/kg/day, via intraperitoneal injection - ip) and orally
inoculated with Cryptosporidium parvum; Group 2 (n=5) —animals treated with Dx
(10mg/kg/day, via ip) but not orally inoculated with C. parvum; Group 3 (n=15) —
animals treated with Cy (75mg/kg, twice a week, via ip) and orally inoculated with C.
parvum; Group 4 (n=5) — animals treated with Cy but not orally inoculated with C.
parvum; Group 5 (n=15) —animals not treated with immunosuppressant drugs and orally
inoculated with C. parvum; and Group 6 (n=5) — animals not treated with
immunosuppressant drugs and not orally inoculated with C.parvum. Mice from 3 oocysts
of C. parvum. A pellet of feces was Groups 1, 3 and 5 received 1x10 collected weekly
from each group, which was then subjected to the centrifugation sedimentation technique
with water-ether and then to the modified cold Kinyoun technique. The animals were
euthanized 14, 21, 28 and 35 after inoculation and fragments of their small intestine
and spleen were collected, then formalin-fixed at 10% in a closed container and
paraffin-embedded. Histological incisions of the fragments were stained with the H-E,
PAS, Ziehl-Neelsen and cold Kinyoum techniques. Mice treated with Dx (Group 1) or
Cy (Group 3) and orally inoculated with C. parvum presented only bristling fur,
starting 14 days after inoculation. Mice from the other groups did not present any
observable clinical alteration compatible with the infection. Oocysts of C. parvum
were found in the fecal samples of the mice in Groups 1 and 3 starting two weeks
after inoculation. Oocysts were spherical-shaped structures, stained bright red and
measured 4 to 6 um in diameter. No oocysts in the feces of the animals from the
remaining groups (2, 4, 5 and 6) were observed. In the necropsy, the animals from
Groups 1 and 3 presented petechias on the ileum wall 35 days after being infected.
In the histopathological examination of the animals in Groups 1 and 3, a discrete
infiltration of the mononuclear cells of the muscle layer was discovered along with the
presence of oocysts in the crypts of the ileum villi. From the results obtained, it can
be concluded that the Dx or Cy immunosuppressed Balb/c mice were susceptible to
experimental cryptosporidiosis, thus serving as animal models for this protozoan.

Keywords: Mice, cyclophosphamide, Cryptosporidium parvum, dexamethasone,
experimental infection, animal models.
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1 INTRODUCAO

Desde a primeira descricdo de criptosporidiose em bovinos (PANCIERA et
al.,1971), o Cryptosporidium parvum tem provado ser um agente etiolégico muito
importante de diarréia em neonatos de mamiferos domésticos (SURL; KIM, 2006). O
Cryptosporidium € um protozoario intracelular, que coloniza células do epitélio
digestorio e respiratorio do homem e de muitas outras espécies, incluindo os animais
domésticos e de laboratério, os mamiferos silvestres, as aves domeésticas e
silvestres, os répteis e os peixes (TZIPORI,1988; O'DONOGHUE, 1995).

Os primeiros casos de criptosporidiose humana foram reconhecidos em 1976
por NIME et al. e MEISEL et al., respectivamente, em uma crian¢ca e um adulto
imunossuprimido, ambos com um quadro de diarréia. No entanto, somente a partir
de 1982, a preocupacdo com 0 agente atingiu seu apogeu quando foram descritos
casos de enterite grave causada por cryptosporidium sp. em pacientes com
sindrome de imunodeficiéncia adquirida - AIDS, colocando em risco suas vidas
(DUBEY et al.,1990).

O Cryptosporidium parvum é um grupo eucariota pertencente ao filo Apicomplexa e
ao género Cryptosporidium . Existem muitas controvérsias quanto a diversidade
desse género. Segundo THOMPSON et al. (2008), devem ser consideradas cerca
de 14 espécies, destacando-se entre elas o C. parvum, espécie de distribuicdo
cosmopolita e um agente de zoonose .E o principal agente das infeccdes em seres
humanos e estd amplamente disseminado entre os mamiferos. Sabe-se que o C.
parvum nao é uma espécie homogénea uma vez que a analise isoenzimatica e o
sequenciamento do DNA revelaram diferencas entre os oocistos isolados a partir de

varias espécies animais parasitadas, e identificados varios genétipos (FAYER et al.,
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2000). Os membros do género Cryptosporidium compreendem parasitas
monoxénicos com um complexo ciclo de vida, envolvendo multiplicacdo assexuada e
sexuada, além de possuir habilidade para determinar auto-infeccdo (ENEMARK et
al., 2003). A infeccéo se inicia pela ingestado de oocistos esporulados, que liberam os
esporozoitos. No tubo digestorio, os esporozoitos aderem-se as células epiteliais e
sdo englobados por microvilosidades da membrana dos enterdcitos, formando
vacuolo parasitoforo, intracelular e extra citoplasmatico (De GRAAF et al., 1999).

Apo6s a multiplicacdo assexual ou merogonia, sdo formados merontes tipo |, podendo
dar origem a novos merontes iguais ou do tipo II; ja os merontes tipo Il daréo origem
a fase sexual ou gametogonia com a diferenciacdo em estadios masculinos
(microgametas) e femininos (macrogametas). Apoés a fertilizacdo, havera a formacgéao
do oocisto. A esporulacdo ocorre in situ com o desenvolvimento de dois tipos de
oocistos - oocisto de parede fina auto-infectante capaz de iniciar um novo ciclo
dentro do mesmo hospedeiro e oocisto de parede espessa altamente resistente as
condicbes ambientais, eliminado nas fezes (DUBEY et al., 1990; TZIPORI, 1988).

A patogenia e o quadro clinico da criptoporidiose sao influenciados por varios
fatores como a espécie animal, a idade, a competéncia imunolégica, o gendtipo de
C. parvum e a associacdo com outros patogenos. A infeccdo pode variar de
subclinica a grave, e 0s animais jovens geralmente, sdo mais suscetiveis as formas
infecciosas de maior gravidade. Na maioria das vezes, é autolimitante em
hospedeiros imunocompetentes, porém manifesta-se de forma cronica e grave em
individuos com deficiéncias imunolégicas. Em varios mamiferos, incluindo o homem,
0s sinais clinicos manifestos na criptosporidiose compreendem diarréia aquosa,
anorexia, perda de peso, dores abdominais e desidratacdo (TZIPORI, 1988).As

lesbes histopatologicas encontradas na criptospodidiose incluem: atrofia das
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vilosidades intestinais, hiperplasia e dilatacdo das criptas, que ficam preenchidas por
restos leucocitarios, parasitas livres e células epiteliais descamadas. Na lamina
propria, encontra-se um infiltrado inflamatério usualmente com neutrdfilos,
plasmacitos, linfécitos e macrofagos (DUBEY et al.,1990; ENEMARK et al., 2003).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro responsaveis pelo controle da
criptoporidiose sao pobremente compreendidos. Tanto a resposta humoral quanto a
celular estdo envolvidas, porém atribui-se a imunidade celular a responsabilidade de
acabar com a infeccdo, sendo essa funcdo atribuida aos linfocitos TCD4+ e ao
interferon-y (IFN-y) (SURL; KIM, 2006). Quando camundongos atimicos (nude) sao
inoculados com C. parvum, a infec¢cdo adquire um carater crénico (HEINE et al.,
1984). Observa-se que a administracdo de IFN-y inibe o desenvolvimento de C.
parvum em culturas de células (POLLOK et al., 2001). Esses resultados sugerem
que a resposta imune celular é fundamental, para que um organismo possa resistir
ou se recuperar da infeccao.

Estudos epidemiolégicos indicam grande producdo de anticorpos anti-
Cryptosporidium no soro de individuos infectados, assim como tem sido
demonstrados altos os niveis de IgA na mucosa intestinal (BENHAMOU et al., 1995).
Embora sejam observados altos niveis de anticorpos especificos contra o C. parvum
no soro de individuos com AIDS, os mesmos apresentam diarréia profusa e
persistente. Esses achados reforcam a idéia de que a resposta celular é a
responsavel pela protecéo efetiva contra o parasita.

O diagnéstico de criptosporidiose baseia-se na pesquisa de oocistos nas fezes.
Esses oocistos devem ser concentrados pelas técnicas de agua-éter ou de
centrifugo-flutuacdo com solucéo saturada de sacarose e depois devem ser corados

com técnicas especificas para os oocistos, tais como a coloracdo de Kinyoun, de
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Ziehl-Nielsen modificada ou a técnica de auramina. Também sdo utilizados
anticorpos monoclonais ou policlonais para detectar oocistos nas fezes por meio de
técnicas de imunofluorescéncia direta ou indireta (CURRENT, 1990; THOMPSON et
al., 2008).

Entre o0s métodos indiretos, podem-se mencionar as técnicas de
imunofluorescéncia indireta e teste imunoenzimatico (ELISA) para a pesquisa de
anticorpos. Entretanto, essas técnicas sdo recomendadas no controle da infeccéo e
ndo para o diagndstico, uma vez que a mera presenca de anticorpos anti -
cryptosporidium n&o significa necessariamente a presenca da infeccdo ativa
(CURRENT & BLAGBURN, 1990).

A técnica de PCR constitui uma alternativa ao diagnéstico convencional do
Cryptosporidium tanto em espécimes fecais quanto em amostras ambientais.
Embora o PCR seja rapido, sensivel e acurado, apresenta limitacbes para a
deteccdo de acido nucléico de organismos inviaveis ou de acido nucléico nu, assim
como pode apresentar resultado em falso-positivo pela contaminacao laboratorial.
Para o diagnéstico em espécimes clinicos, devem-se empregar primeiro uma técnica
de concentracdo dos oocistos e a coloracdo especifica para a triagem. Em seguida,
as amostras positivas devem ser submetidas ao PCR para a confirmacdo da espécie
e do gendtipo envolvido (De GRAAF et al., 2003; JOHNSON et al., 1995).

Estudos moleculares revelaram que o C. parvum possui grande variabilidade
genotipica, sendo os genoétipos humano (38%) e bovino (62%), os mais observados
nas infec¢cdes zoonooticas. Dessa forma, para que a criptosporidiose humana com o
genotipo bovino ocorra € necessario um contato direto com os animais infectados,
tais como bovinos, ovinos e caprinos, ou que haja contaminacdo ambiental,

especialmente, da agua e de alimentos (THOMPSON et al., 2008).
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Apesar de numerosas pesquisas terem sido realizadas nas ultimas duas
décadas, empregando-se substancias quimio ou imunoterapicas em testes in vivo e
in vitro contra o cryptospodirium, nenhum tratamento especifico ou preventivo foi
aprovado contra a criptosporidiose (NAJDROWSKI et al., 2007).

Considerando que o desenvolvimento do Cryptoporidium parvum ocorre dentro
da célula do hospedeiro (FAYER et al., 1997),0 cultivo in vitro desse protozoario em
culturas celulares é possivel, entretanto, observa-se que a conclusdo do ciclo de
vida e a producao de oocistos sdo realizadas com dificuldade (HIJJAWI, 2003). Das
diferentes linhagens de células utilizadas para o desenvolvimento do parasita, as
células HCT-8 tém mostrado melhores resultados, e a sua habilidade de reproduzir o
parasita € comparavel aos modelos animais (MELONI; THOMPSON, 1996; PEREZ
CORDON et al., 2007).

Embora seja possivel a utilizacdo de culturas celulares, a producéo de oocistos
de cryptosporidium tem sido realizada em bezerros neonatos, que Sdo mais
suscetiveis a infeccdo e produzem grandes quantidades de oocistos (ENEMARK et
al., 2003). Carneiros e camundongos neonatos tém sido empregados como modelos
de infeccéo para os testes de farmacos anti-Cryptosporidium (MOORE et al., 2001;
NOORDEEN, et al.,, 2002; VIEL et al.,, 2007). Entretanto, o uso desses modelos
animais exige infra-estrutura adequada e altos investimentos financeiros. Essas
restricbes tém fomentado pesquisas que utilizam camundongos adultos portadores
de imunodeficiéncias, naturalmente adquiridas, tais como os camundongos nude,
severe combined immunodeficient (SCID) ou knockout, como os camundongos
nocauteados para IFN-y (IFN-» knockout mice) (MOORE et al., 2001; SURL; KIM,

2006; MILER et al., 2007; VIEL et al., 2007).
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Os camundongos SCID apresentam profunda linfopenia, funcédo defeituosa dos
linfécitos B e T, e consequente deficiéncia das respostas humoral e celular. Por sua
vez, 0s camundongos atimicos ou nude possuem um defeito no cromossomo 11,
gue se manifesta com o desenvolvimento de timo rudimentar, em que ndo ocorre
normalmente a maturacdo de linfocitos T. Em decorréncia disso, ha poucos ou
nenhum linfécito T maduro nos tecidos linfoides periféricos e falhas de todas as
reacoes imunes celulares (ABBAS et al., 1997). Os camundongos nude, SCID ou
knockout adquirem a infeccdo experimental e a mantém num estado crénico e
persistente. A eliminacdo dos oocistos pelas fezes comeca entre 0 4° e 5° dia poés-
inoculagéo e a infeccdo dura aproximadamente 10 a 15 dias, dependendo da dose
de inoculo administrada. Esses animais apresentam perda de peso significante,
fezes diarréicas e gelatinosas, caracterizando um quadro de enterite, porém outras
regibes podem apresentar o parasita, tais como a bexiga e o estdmago (YOU;
MEAD, 1998; MILLER et al., 2007).

Miller et al. (2007) realizaram a imunossupressdo de camundongos C57BL/6
com uma dose unica de 600 mg/kg de acetato de metilprednisolona e, ap6s 24
horas, inocularam oocistos de C. parvum. Esse grupo foi comparado aos de animais
geneticamente imunossuprimidos (nude e SCID) e de animais imunocompetentes.
Os autores observaram que 0Ss animais imunossuprimidos, natural ou
geneticamente, necessitaram de um in6culo semelhante aos animais
imunocompetentes para apresentar a infec¢do, porém os animais imunossuprimidos
liberam oocistos pelas fezes por um periodo maior. Com relacdo a indug¢do quimica
do estado de imunossupresséo, Lallo et al. (2002) inocularam Encephalitozoon
cuniculi, um protozoario intracelular obrigatério e oportunista, em camundongos

Balb-c imunossuprimidos com Dx. A imunossupressao pela Dx tornou o0s
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camundongos mais suscetiveis a infec¢cdo, e demonstrou resultado semelhante ao
observado em animais com imunodeficiéncia genética, tais
como os camundongos nude e SCID.

Os passos iniciais da resposta imune sao mais comprometidos com a utilizacéao
dos corticosterdides e compreendem 0 processamento de antigenos, a proliferacao
celular, a sintese de citocinas e a diferenciacdo celular. Por outro lado, a reposta
imune de memoria € pouco afetada por esse grupo de drogas. Comprovou-se que a
atividade imunossupressiva ocorre quando o tratamento com o glicocorticéide
precede a exposicdo ao antigeno (DIASIO e LoBUGLIO, 1996).

Os camundongos constituem uma espécie bastante sensivel aos efeitos
imunodepressores dos esteroides, e a linfocitolise é o principal fator na diminuicao
do numero de linfécitos circulantes, reduzindo sua participacdo nas reacdes
imunologicas e inflamatorias. Os glicocorticoides exercem suas funcdes anti-
inflamatorias atuando em varios aspectos da resposta organica as agressoes,
influenciando eventos celulares (polimorfonucleares e células linféides), vasculares e
o metabolismo dos mediadores pro-inflamatorios. Atuam nos leucécitos deprimindo
sua capacidade quimiotatica e fagocitaria, além de deprimirem a sintese de citocinas
por macréfagos, bem como sua habilidade de processamento e apresentacao
antigénica (JERICO, 1999). Estudos recentes indicam que os corticoides inibem a
proliferacdo de linfocitos T e, consequentemente, todas as respostas imunes
dependentes desses linfocitos, em especial a expressado dos genes que codificam as
citocinas (IL-1, IL-2, IL-6 IFN-y e TNF-a) (BARNES, 2007).

A ciclofosfamida  (N,N-di-2-cloroetil-N'-O-trimetilenofosfodiamida) €é um
importante agente alquilante do tipo mostarda nitrogenada, possuindo 2 grupos

alquil com propriedade de formar ligacdes covalentes cruzadas com substancias
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nucleofilicas apropriadas nas células. As acdes farmacologicas mais relevantes dos
agentes alquilantes sdo as que perturbam os mecanismos basicos envolvidos com a
atividade mitdGtica, o crescimento e a diferenciacao celular. Seus efeitos citotoxicos,
embora dependentes da proliferacdo para serem expressos, ndo sao especificos do
ciclo celular, podendo, assim, a droga agir em qualquer estagio do mesmo. A droga
parece afetar todos os componentes da resposta imune, tanto humoral como celular,
embora seus efeitos sobre os linfocitos B parecam ser mais intensos do que sobre
os linfécitos T (JACOBSON, 1982; SELDIN e STEINBERG, 1988).

Garcia et al. (2004) utilizaram esse farmaco em ovinos, demonstrando seus
efeitos imunossupressores pela diminuicdo da titulacdo de anticorpos vacinais
antibrucelose, intensa linfopenia e hipogamaglobulinemia. Lallo e Bondan (2005)
utilizaram ciclofosfamida em camundongos Balb-c e obtiveram um modelo adequado
para o estudo da meningoencefalite pelo Encephalitozoon cuniculi, quadro

raramente observado em camundongos imunocompetentes.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o curso da infeccdo experimental
pelo Cryptosporidium parvum em camundongos Balb-c tratados com duas drogas
imunossupressoras, o glicocorticoide Dx e o alcaldide Cy, a fim de determinar um
modelo experimental que reproduza com maior similaridade a infeccdo em

camundongos geneticamente imunocomprometidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéao e preparacao do Inéculo

Os oocistos de Cryptosporidium parvum foram obtidos do departamento de
ciéncias biolégicas da UFTM — Uberaba — MG. Sao oriundos de fezes de bezerros
recém-nascidos infectados pelo protozoario, sendo as espécimes fecais
armazenados em dicromato de potassio a 2,5% a 4° C (uma parte das fezes para
duas de dicromato) por no maximo 6 meses. Os oocistos foram concentrados e
purificados pela técnica de centrifugo-flutuacdo com solucédo saturada de sacarose e
gradiente descontinuo de sacarose. O inoculo foi preparado diluindo-se os oocistos
em PBS contendo penicilina (60 ug/ml) e estreptomicina (100 pg/ml) (MILLER et al.,
1990). Para a contagem dos oocistos de C. parvum na amostra, foi empregada a
técnica estabelecida por CASEMORE (1991), contando-se 0s oocistos em
esfregacos preparados com 10 ul da suspenséao, colocados sobre uma lamina e

corados com a técnica modificada de Kinyoun (a frio).

3.2 Inoculacédo Experimental

Com a finalidade de reproduzir experimentalmente a infeccdo pelo
Cryptosporidium parvum, foram utilizados 60 camundongos Balb-c SPF (specific
pathogen-free), machos, com idades variando de 60 e 90 dias e peso variando de 20
a 30g. Os animais foram distribuidos da seguinte forma: Grupo 1 (n = 15) - animais
tratados com Dx e inoculados com C. parvum; Grupo 2 (n = 5) - animais tratados
com Dx e nao-inoculados com C. parvum; Grupo 3 (n = 15) - animais tratados com
Cy e inoculados com C. parvum; Grupo 4 (n = 5) - animais tratados com Cy e néo-

inoculados com C. parvum; Grupo 5 (n = 15) — animais nao-tratados com farmacos
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imunossupressores e inoculados com C. parvum, e Grupo 6 (n = 5) - animais nao-
tratados com farmacos imunossupressores e ndo-inoculados com C. parvum.

Os animais dos grupos 1, 3 e 5, foram inoculados, por via oral, com 1x10°
oocistos de C. parvum diluidos em 1 ml de PBS. Os animais dos demais grupos
(grupos 2, 4 e 6) receberam igual volume de solucédo PBS estéril, pela mesma via de

administracao.

3.3 Tratamento Imunossupressivo

Os animais dos grupos 1 e 2 foram tratados com 10 mg/kg de Dx - (Azium®)
(LALLO et al., 2002), administradas diariamente por via intraperitoneal. O tratamento
foi iniciado dois dias antes da inoculacdo de C. parvum e foi mantido por todo o
periodo de duracdo do experimento. Por sua vez, os camundongos do grupo 3 e 4
receberam duas doses semanais de 75 mg/kg de Cy - Genuxal® (LALLO; BONDAN,
2005), por via intraperitoneal, como tratamento imunossupressor, comec¢ando dois
dias antes da inoculagéo do protozoario, sendo também mantido por todo o periodo
experimental. Os animais dos grupos 5 e 6 ndo receberam tratamento com farmacos
IMuUNOSSUpPressivos.

Para diminuir a possibilidade de infeccbes oportunistas durante o periodo
experimental, os animais foram isolados em biotério previamente desinfectado, e
foram mantidos em caixas contendo maravalha esterilizada por autoclavagem
(130°C por 20 minutos) e trocada trés vezes por semana, recebendo ad libitum agua

e racao peletizada, também esterilizadas.
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3.4 Diagnéstico da infeccéo pelo C. parvum

Semanalmente, a partir do 7°. dia pdés-inoculacéo, foi coletado um pellet de
fezes dos animais de cada grupo para avaliar a eliminacdo de oocistos. As amostras
fecais foram submetidas a técnica de centrifugo-sedimentacdo com agua-éter para a
concentracdo dos oocistos (CURRENT, 1990). A partir do sobrenadante,
empregando-se uma algca bacteriologica, foram confeccionados esfregacos. Apos
secagem e fixagdo com metanol, os esfregacos foram corados pela técnica
modificada de Kinyoun a frio (De CARLI, 2007).

Os oocistos de C. parvum eliminados nas fezes foram contados em unico
campo de microscopio com aumento de 400 vezes. As amostras fecais receberam
um escore baseado no numero de oocistos, variando de 0 a 4+. Receberam escore
0, amostras sem oocistos detectados, 1+ para as amostras com menos de 5
oocistos por lamina, 2+ para as amostras com mais 5 e menos de 50 oocistos por
lamina, 3+ para as amostras com mais de 50 e menos de 100 oocistos por lamina e
4+ para as amostras que tiveram mais de 100 oocistos por lamina. Para cada grupo,
foi obtida uma meédia de eliminacdo de oocistos fecais por todo o periodo do
experimento.

Para se confirmar a infec¢do, os animais foram eutanasiados, de acordo com o
protocolo aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Paulista sob o registro n°
020/08, aos 14, 21, 28 e 35 dias pos-inoculacdo e fragmentos de intestino delgado e
baco foram colhidos, mantidos em solucdo de formol tamponado a 10%, por
aproximadamente 72 horas. Amostras de fragmentos teciduais foram submetidas a
desidratacdo, diafanizacédo e inclusdo em parafina. A partir do material incluido em
parafina, foram obtidos cortes transversais de 4 a 5 um e montados em laminas de

vidro. A seguir, foram desparafinados em xilol e reidratados em uma sequéncia
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decrescente de alcoois. As laminas foram fixadas em metanol por 5 minutos antes
de serem submetidas a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (H-E), PAS, Giemsa,
Ziehl-Neelsen e Kinyoun.

Os cortes histologicos foram analisados em microscopio de luz com os
aumentos de 50, 100 e 400 vezes. A partir das amostras do ileo, foram selecionadas
aleatoriamente 10 vilosidades intestinais por camundongo e 0 numero de parasitas
foi contado por vilosidade, com aumento de 400 vezes. A infec¢do foi quantificada
por escores em uma escala de 0 a 3 de acordo com o0s seguintes critérios: 0 —
nenhum parasita observado; 1- pequeno nimero de parasitas distribuidos de forma
localizada (menos de 10% do tecido colonizado); 2- moderado numero de parasitas
amplamente distribuidos pelo tecido (entre 10 e 50% do tecido colonizado) e 3-
grande numero de parasitas amplamente distribuidos pelo tecido (mais de 50% do
tecido colonizado). Com os resultados individuais, calculou-se a média para o0s

grupos.
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4 RESULTADOS

Os camundongos tratados com Dx (grupo 1) ou Cy (grupo 3) e inoculados com
C. parvum apresentaram somente pelame ericado, a partir do 14° dia de inoculacao,
nao sendo observados quaisquer outros sintomas da infeccdo. Nos camundongos
dos demais grupos, nenhuma alteracdo clinica compativel com a infeccdo foi
observada.

Nas amostras fecais dos camundongos dos grupos 1 (Dx) e 3 (Cy) foram
observados oocistos de C. parvum, a partir da 2° semana apés a inoculagdo. A
guantidade de oocistos contada por campo de microscopio com aumento de 400
vezes, no periodo compreendido entre a 2% e a 4% semana, ficou entre 1 e 5 oocistos
por campo (1+). Na 5% semana de infecgdo, esse nimero aumentou para 2+ (entre 5
e 50 oocistos por campo), para os dois grupos (Quadro 1). Nos animais dos demais
grupos (2, 4, 5 e 6), ndo foram observados oocistos até o final do experimento.

Os oocistos do C. parvum encontrados nos exames de fezes apresentaram
grande variacéo de formato e coloracdo. Na maioria das vezes, mostravam-se como
estruturas de forma esférica, coradas em vermelho brilhante e medindo de 4 a 6 um
de diametro, na coloracao de Kinyoun a frio.

Na necropsia, 0s animais tratados com Dx (grupo 1) e Cy (grupo 3), aos 35 dias
de infeccdo, apresentaram petéquias na parede mucosa do ileo. Os demais grupos
nao apresentaram lesdes. Observou-se que todos 0s animais imunossuprimidos
(grupos 1, 2, 3, 4) apresentaram diminuicdo aparente do volume do baco quando
comparados aos animais nao-imunossuprimidos. A reducéo foi em média de 50% do
tamanho normal.

No exame histopatolégico, os animais dos grupos 1 (Dx) e 3 (Cy)

apresentaram, na mucosa do ileo distal, areas com metaplasia escamosa e, na
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camada muscular, discreto infiltrado de células mononucleares. Essas alteracfes
foram mais evidenciadas aos 35 dias de infeccdo. Os demais animais néo
manifestaram quaisquer lesdes intestinais.

As formas parasitarias mais evidenciadas foram 0s oocistos, encontrados,
especialmente, nas criptas das vilosidades do ileo dos animais dos grupos 1 (Dx) e 3
(Cy), em todas as datas de sacrificio. O escore de infec¢do variou entre 1 e 2, sendo
que para os dois grupos, prevaleceu um namero pequeno de parasitas distribuidos
de forma localizada, acometendo menos de 10% do tecido analisado (classificacdo
1). Apenas na ultima data de sacrificio, 0 nUmero de parasitas aumentou e 0 escore
de classificacdo passou a 2 (Quadro 2). Nao foram observadas formas parasitarias
nos animais dos grupos 2, 4, 5 e 6.

No 35° dia todos os camundongos dos grupos 1, 2, 3, e 4 apresentaram
evidenciada deplecédo celular, sobretudo das areas B-dependentes dos foliculos
linféides, com visualizacdo de iniumeros macrofagos e restos celulares. As areas
timo-dependentes ao redor da bainha periarteriolar permaneceram aparentemente
normais, enquanto a celularidade da polpa vermelha mostrou-se bastante

aumentada, indicando eritropoiese extramedular intensa.
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Quadro 1. Quantificacdo de oocistos de Cryptosporidium parvum observado na

analise das amostras fecais dos camundongos inoculados.

Escore dos grupos de acordo com o numero de

oocistos*
Data da analise Grupo 1 (Dx) Grupo 3 (Cy) Grupo 5
(Controle)
1° semana (7° dia) 0 0 0
2° semana (14° dia) 1+ 1+ 0
3° semana (21° dia) 1+ 1+ 0
4° semana (28° dia) 1+ 1+ 0
5° semana (35° dia) 2+ 2+ 0

*Classificacdo das amostras fecais de acordo com o nimero de oocistos observados por campo com
aumento 1000 x: nenhum oocisto — 0; menos que 5 oocistos — 1+; entre 5 e 50 oocistos — 2+; entre 50

e 100 oocistos — 3+ e acima de 100 oocistos — 4+.

Quadro 2. Colonizagéo do parasita no ileo terminal em camundongos dos grupos 1,
3eb.

Escore de infecgéo*

Data do sacrificio Grupo 1 (Dx) Grupo 3 (Cy) Grupo 5 (Controle)*
2° semana (14° dia) 1 1 0
3° semana (21° dia) 1 1 0
4° semana (28° dia) 1 1 0
5° semana (35° dia) 2 2 0

*Escore de classificacdo da infeccdo: 0 — nenhum parasita observado; 1- pequeno numero de
parasitas distribuidos de forma localizada (menos que 10% do tecido colonizado); 2- moderado
namero de parasitas amplamente distribuidos pelo tecido (entre 10 e 50% do tecido colonizado) e 3-
grande numero de parasitas amplamente distribuidos pelo tecido (mais que 50% do tecido

colonizado).
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5 DISCUSSAO

Desde a sua primeira descricdo como causa de diarréia no homem e nos
demais animais, na década de 70, o nivel de conhecimento sobre o protozoario
parasita da espécie Cryptosporidium parvum tem aumentado consideravelmente
(FAYER et al., 1997) e hoje, ele é reconhecido como um dos parasitas oportunistas
mais comuns (GUERRANT, 1997). Atualmente, a maioria dos estudos tem se
concentrado na caracterizacdo genética e molecular desse agente de doenca,
engquanto poucas pesquisas envolvendo a infeccdo experimental de animais tém
sido realizadas. Nesse sentido, existe uma demanda urgente de estudos envolvendo
modelos experimentais que mostrem como as variagdes genéticas estao
relacionadas com as variacdes clinicas, diagnosticas, terapéuticas e epidemiolégicas
(ENEMARK, 2003).

Muitas espécies de hospedeiros para o Cryptosporidium parvum exibem algum
grau de resisténcia relacionado a idade e ao status imunologico. A infeccéo clinica
mais comum e severa em neonatos de animais mamiferos , em aves jovens ou em
individuos imunocomprometidos, que apresentam diarréia cronica, algumas vezes,
fatal. Por outro lado, nos adultos e nos imunocompetentes, a infeccao do intestino
delgado se manifesta com diarréia transitoria e autolimitante, revelando baixa
morbidade e mortalidade (CURRENT; BLAGBURN, 1990). A mesma apresentacao é
observada nos animais de laboratério, especialmente em camundongos, que
mostram resisténcia a infeccdo experimental pelo C. parvum quando adultos e
suscetibilidade enquanto neonatos (NOVAK; STERLINGI, 1991).

Com o objetivo de promover a infecgcdo experimental de camundongos com o

C. parvum, a sua resisténcia inata ou imunoldgica a infeccdo deve ser eliminada ou
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suprimida. Nesse sentido, a inoculacdo de C. parvum em camundongos nude
(atimicos) e SCID, que possuem deficiéncia genética na sua habilidade de
desenvolver resposta imune efetiva, produz uma infeccdo crénica (McDONALD et
al., 1992; UNGAR et al.,, 1990). Nos camundongos atimicos, observa-se falta de
linfécitos T enquanto nos camundongos SCID, nao sado encontrados tanto linfécitos
T quanto B (ABBAS et al., 1997).

Com a finalidade de compreender melhor o papel da resposta imune contra o
Cryptosporidium parvum, Rasmussen e Healey (1992) administraram linfécitos T
CD4+ ou CD8+ para camundongos SCID, cronicamente infectados com o parasita.
Observaram que os linfocitos T CD4+ erradicaram a infec¢éo, enquanto os linfocitos
T CD8+ apenas diminuiram a eliminacéo de oocistos pelos animais infectados, sem,
contudo, acabar com a infeccéo.

Uma vez que a aquisicdo e manutencdo de camundongos nude ou SCID é
dificil e apresenta alto custo, varios farmacos imunossupressores tém sido
empregados para tornar camundongos adultos suscetiveis a infeccdo pelo C.
parvum, destacando-se entre eles os corticoides. Esse grupo de farmacos determina
apoptose dos linfécitos e supressdo de monadcitos e de eosinofilos, alterando assim,
a resposta imune & infecgéio (JERICO, 1999).

Cicmanec e Reasoner (1997) utilizaram Dx injetavel, em dias alternados,
durante o periodo experimental, e conseguiram uma infec¢ao crénica pelo C. parvum
em camundongos C57BL, uma linhagem mais suscetivel a criptosporidiose. Da
mesma forma que esses autores, no presente trabalho, utilizando Dx diariamente,
obteve-se uma infeccdo crbénica pelo Cryptosporidium parvum, contudo, foram
empregados camundongos Balb-c, uma linhagem de camundongos naturalmente

mais resistente a infeccédo por esse protozoario. A infeccédo obtida foi semelhante a
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observada em animais imunossuprimidos geneticamente, tais como 0s
camundongos C57BL nude ou SCID (McDONALD et al., 1992; UNGAR et al., 1990).

Miller e Schaefer (2007b) obtiveram resultados parecidos ao utilizar Dx por via
oral, na agua de consumo, entretanto, a mensuracéo de linfécitos foi muito instavel
em funcédo da variabilidade na ingestdo hidrica diaria. Observaram que a taxa de
eliminacdo de oocistos diminuia a medida que a taxa de linfécitos T CD8+ no sangue
aumentava. O esquema de administracdo de dexametasona utilizado no presente
experimento se baseou nos resultados obtidos por Lallo et al. (2002), ao estudar a
infeccdo experimental de camundongos Balb-c com o Encephalitozoon cuniculi, um
protozoario oportunista. Os autores observaram o0 desenvolvimento de
encefalitozoonose nos camundongos imunossuprimidos farmacologicamente de
forma semelhante a obtida em camundongos SCID ou nude.

Utilizando o mesmo esquema de Lallo et al. (2002), Pereira (2007) evidenciou
importante diminuicdo na quantidade de leucdcitos e de linfocitos B e T circulantes,
mediante administracdo diaria de Dx durante 28 dias, por via intraperitoneal, sem
encontrar a variabilidade no namero de leucdcitos e linfécitos descrita por Miller e
Schaefer (2007b). Embora a administracdo continua da dexametasona exija
manipulacdo diaria dos animais, podendo desencadear estresse, ndo foi observado
nesse estudo qualquer problema relacionado com o manuseio desse grupo de
animais. Nao houve mortes causadas pelo uso desse imunossupressor, durante o
periodo em questdo, fato evidenciado tanto no grupo 1 (infectado) quanto no 2
(controle), tratando-se, portanto, de um esquema seguro de imunossupressao,
capaz de proporcionar a infeccdo experimental de camundongos Balb-c pelo C.

parvum.
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De acordo com Miller e Schaefer (2006), a administracdo de uma dose Unica de
acetato de metilprednisolona em diversos periodos da infeccdo experimental com C.
muris em camundongos CF-1, levou a respostas diferenciadas em relacdo a
infeccdo ou a eliminagcédo do parasita nas fezes. Observaram que a acédo do farmaco
sobre os animais infectados dependia das condi¢cdes imunologicas pré-existentes
quando o agente imunossupressor era iniciado. Se o0 imunossupressor fosse
administrado antes da producdo de oocistos, havia um atraso na sua producao,
porém o tempo de eliminacdo de oocistos aumentava. Se, por outro lado, a
imunossupressao fosse iniciada durante a producédo de oocistos, apdés uma infeccao
macica, a eliminacdo de oocistos diminuia e n&do havia recidiva da infeccao,
sugerindo, dessa forma, que os linfécitos T e B existentes nessa fase, talvez néo
fossem criticos para a continuidade da resposta imune a partir desse ponto,
considerando a infeccao pelo C. muris.

Neste estudo, a administracdo de Dx foi iniciada concomitantemente a
inoculacdo experimental e perdurou por todo o periodo do experimento. A
eliminacdo de oocistos comecou na 2% semana de infeccéo e persistiu até o final do
estudo. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Hikosaka et al.
(2005), ao inocular camundongos SCID com 1000 oocistos de C. parvum por via
oral, que apresentaram periodo pré-patente de 10 a 14 dias. Dessa forma, assim
como observado por Miller e Schaefer (2006), é recomendado que a
imunossupressao seja iniciada concomitantemente a inoculacéo e perdure por todo
o periodo experimental para a manutencéo da infeccédo e da eliminacéo de oocistos
(MILLER; SCHAEFER, 2007b).

Neste experimento, a utilizacdo da Cy como agente imunossupressor,

proporcionou uma infecgéao cronica semelhante a observada com o emprego da Dx ,
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com apenas uma morte. Pereira (2007) mensurou os efeitos imunossupressivos da
Cy e da Dx em camundongos Balb-c e ndo observou diferenca significativa na
diminuicdo do numero de linfécitos T entre os animais tratados com o0s dois
farmacos, por outro lado, o numero de linfécitos B diminuiu significativamente nos
animais  imunossuprimidos com Cy. Essa atividade, marcadamente
imunossupressiva sobre os linfocitos B, ndo alterou o curso e a manifestacdo da
infeccdo neste experimento, o que refor¢ca a pequena importancia das células B na
imunidade contra a criptosporidiose.

Por outro lado, a ciclofosfamida pode comprometer todos os mecanismos de
acao antiparasitaria do sistema imune, por sua atividade linfopénica, especialmente
quanto a producdo de linfécitos T CD," (SELDIN e STEINBERG, 1988). A Cy
mostrou também promover monocitopenia mediante sua administracdo regular em
intervalos de trés dias (VAN FURTH, 1988; VAN'T WOUT et al., 1989). E provavel
que a combinacdo dessas duas atividades (linfopénica e monocitopénica) seja as
responsaveis pela ocorréncia da infeccdo por C. parvum nos camundongos tratados
com Cy, na presente investigacdo. O fato da Cy diminuir consistentemente o nimero
de linfécitos T CD4+, considerada a célula mais importante na erradicacdo de
criptosporidiose, explica a semelhanca observada na infeccéo pelo Cryptosporidium
parvum nos animais imunossuprimidos com Dx ou com Cy.

O protocolo de administracdo da Cy durante o periodo experimental foi baseado
no protocolo utilizado por Lallo et al. (2005), que obtiveram infeccéo experimental de
camundongos Balb-c pelo protozoario oportunista E.cuniculi, sem observar morte
dos animais imunossuprimidos.

As alteracOes histologicas esplénicas, caracterizadas pela deplecao linféide,

principalmente de areas B-dependentes do baco, foram encontradas nos animais
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tratados com Dx ou Cy , inoculados ou ndo com C. parvum, constatacdes essas
compativeis com a toxicidade descrita das drogas (CALABRESI e PARKS JR, 1987;
CHABNER et al.,, 1996) e com sua potente acdo supressora da imunidade
(STOCKMAN et al., 1973; JACOBSON, 1982).

A maioria das amostras pesquisadas revelou pequena quantidade de oocistos.
Em geral, a eliminacéo de oocistos de Cryptosporidium € intermitente e a quantidade
variavel, dependendo da fase do ciclo em que a infeccdo se encontra, assim como
da suscetibilidade do hospedeiro a infeccdo (ANDERSON, 1982; UNGAR, 1990).
Portanto, é importante que técnicas de diagnostico sensiveis sejam utilizadas nos
casos em que ha suspeita de criptosporidiose, aléem da repeticdo dos exames com
diferentes amostras.

Dessa forma, a utilizacdo de Dx ou de Cy pode proporcionar um estado de
imunossupressao capaz de tornar camundongos Balb-c adultos suscetiveis a
infeccdo cronica pelo Cryptosporidium parvum de forma semelhante ao que é
observado em camundongos SCID ou nude, servindo, assim, como modelos animais
para o estudo da criptosporidiose. Como nao foram observados efeitos colaterais
que limitem o uso desses farmacos, na dose e no periodo descritos, pode-se
escolher qualquer um deles, devendo-se levar em consideracao para essa escolha o
custo e a facilidade de administracdo. O custo da Dx é muito inferior ao da Cy porém
0 uso diario pode restringir sua aplicacao.

Os farmacos empregados neste estudo sdo amplamente utilizados como
agentes imunossupressores ou quimioterapicos na area de clinica, tanto para seres
humanos quanto para os demais animais. Assim, quando se observar diarréia em
pacientes medicados com esses farmacos, o Cryptosporidium parvum pode ser

considerado como agente etioldégico da mesma.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitiram concluir que:

-- Houve deplecéao linféide nas areas B — dependentes do baco dos camundongos

tratados com Dx ou Cy, inoculados ou ndo com C. parvum.

-- Observou-se eliminagcédo de oocistos na 22 semana de infeccdo e manteve-se até
o final do estudo, porém a maioria das amostras revelou-se pequena quantidade de

oocistos.

-- A utilizacao de Cy como agente imunossupressor proporcionou infec¢ao crénica

semelhante a observada no emprego de Dx.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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