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Resumo

Cryptosporidium spp. sdo protozodrios que infectam as células epiteliais dos tratos digestério e respiratério de uma
grande variedade de animais vertebrados, sendo parasitos intracelulares obrigatdrios. Este parasito frequentemente
contribui para a morte de pacientes com deficiéncia imunoldgica, em parte devido a falta de um tratamento efetivo e a
dificuldade de estabelecimento de um modelo de infec¢@o in vivo e in vitro bem definido, que seria de grande interesse
para desenvolvimento e avaliacdo da eficicia de novos farmacos. Em fun¢@o disso, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a susceptibilidade de camundongos da linhagem C57BL/6 a infeccdo por Cryptosporidium parvum,
com o intuito de estabelecer modelo animal para obten¢do de massa de oocistos. Para isto os animais foram submetidos
a procedimento de imunossupressdo com o corticosterdide dexametasona em diferentes doses, pela via subcutanea, e,
ap6s estabelecida a imunossupressio, foram infectados com 2x10* oocistos de C. parvum pela via intragistrica. Os
camundongos que foram imunossuprimidos com uma dose de 0,5 mg de dexametasona liberaram quantidade
significativa (P<0,05) de oocistos nas fezes, podendo tal metodologia ser utilizada para implantagdo de modelo animal
para manuten¢do deste parasito em laboratdrio.

Palavras-chave: Cryprosporidium. Criptosporidiose. Imunossupressao.
Abstract

Cryptosporidium spp. are protozoa which infect the epithelial cells of the digestive and respiratory tracts of a wide
variety of vertebrates being obligate intracellular parasites. This parasite often contributes to the death of patients with
immune deficiency, in part due to the lack of an effective treatment and the difficulty of establishing an in vivo and in
vitro well defined model of infection, which would be of great interest for developing and evaluating the effectiveness
of new drugs. As a result, the present study aimed to evaluate the susceptibility of C57BL/6 mice to infection by
Cryptosporidium parvum, in order to establish an animal model to obtain mass of oocysts. For this, the animals were
subjected to immunosuppression procedure with the corticosteroid dexamethasone at different doses, subcutaneously;
and after established immunosuppression, were infected with 2x10* C. parvum oocysts by the intragastric route. The
mice which were immunosuppressed with 0.5 mg of dexamethasone released significant amount (P<0,05) of oocysts in
the feces, and may thus this methodology can be used as an animal model for this parasite maintenance in the
laboratory.
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Introducao

Cryptosporidium spp. sdo protozodarios
coccideos que infectam as células epiteliais dos
tratos digestério e respiratério de uma grande
variedade de animais vertebrados, sendo parasitos
intracelulares obrigatérios'?.

Sdo reconhecidas 16 espécies como
pertencentes ao género Cryptosporidium,” a saber:
C. andersoni, C.baileyi, C. cannis, C. felis, C. galli,
C. hominis, C. meleagridis, C. molnari, C. muris, C.
parvum, C. saurophilum, C. serpentis, C. suis, C.
bovis, C. scophitalmi e C. wrairi, diferenciadas com
o uso de critérios morfolégicos, moleculares e
especificidade de hospedeiros; no entanto, o ser
humano pode se infectar geralmente por C. parvum e
C. hominis, e destes, apenas C. parvum € capaz de
colonizar o trato digestério de roedores.*’

Fatores determinantes da epidemiologia e da
ocorréncia de infecgdes por C. parvum relacionam-
se ao seu pequeno tamanho, que dificulta o seu
diagnéstico, a baixa dose infectante, a resisténcia aos
procedimentos de cloracdo utilizados no tratamento
convencional de dgua e ao potencial zoondtico.

Na criptosporidiose s3o considerados
pertencentes a grupos de risco: criangas, pessoas
malnutridas e individuos imunocomprometidos,
incluindo  pacientes com AIDS  (Acquired
Immunodeficiency ~ Syndrome),  transplantados,
pacientes submetidos a quimioterapia para cancer,
pacientes institucionalizados e pacientes com
doengas infecciosas imunossupressoras.'

Os principais sintomas clinicos da
criptosporidiose humana sdo intimamente
correlacionados com o status imunolégico do
hospedeiro, porém nos pacientes
imunocomprometidos, a criptosporidiose pode se
manifestar de quatro maneiras: a) infeccdo
autolimitada com dores abdominais, nauseas,
vOmito, perda de peso ou febre moderada; b)
sindrome da desidratagcdo diarréica aguda, com 20
ou mais evacuagdes diarréicas por dia; c¢) sindrome
da diarreia crdénica e d) diarreia com envolvimento
sintomético dos ductos biliares e pancreéticos®. Cabe
ressaltar que, no paciente imunocomprometido, o
fator crucial para o progndstico do paciente estd
relacionado principalmente com a contagem de
linfécitos T CD4+, que estando abaixo de 50 células/
mm’ de sangue, implica numa maior gravidade de
sintomas.

A falta de tratamento efetivo na infeccdo
causada por parasitos do género Cryptosporidium
frequentemente contribui para a morte de pacientes
com AIDS ou com imunodeficiéncias de outras
etiologias e ainda observa-se pouco avango neste
sentido, em parte devido a falta de modelos de
infeccdo in vivo e in vitro bem definidos®.
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Com base nos resultados obtidos por
diversos pesquisadores, a imunossupressdo com O
glicocorticdide dexametasona, em camundongos
adultos, em nivel adequado, pode se estabelecer
como modelo para infec¢do in vivo.

Embora existam modelos para cultivo de tal
protozodrio utilizando linhagens celulares, o
estabelecimento de um modelo experimental parece
ser uma alternativa de maior interesse para
aprofundar aspectos referentes a biologia deste
parasito, dos mecanismos de interacdo parasito-
hospedeiro e, principalmente, para obter massa de
oocistos e antigenos a serem empregados em estudos
bioquimicos, moleculares e imunolégicos.”"!

No  presente  trabalho  objetivou-se
desenvolver um método simples de infeccao por C.
parvum em camundongo C57BL/6 imunossuprimido
com dexametasona, com o intuito de obter massa de
oocistos e, em paralelo, avaliar a viabilidade do
modelo experimental.

Método

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisas com animais da Faculdade de
Pindamonhangaba, tendo sido aprovado sob
protocolo n°022/2013.

Os procedimentos utilizados para
delineamento  experimental se basearam no

preconizado por diversos pesquisadores’ com
modificagdes, relacionadas basicamente com a dose
de imunossupressor utilizada e a quantidade de
oocistos inoculados por camundongo.

Basicamente, camundongos machos da
linhagem C57BL/6, com idade entre dois e trés
meses e peso variando de 20 a 25 gramas, foram
obtidos no biotério do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Como droga imunossupressora utilizou-se
dexametasona injetdvel (Merck, Decadron) na
concentracdo de 4 mg/mL. A via de administracio
utilizada foi a subcutinea, devido a facilidade de
padronizacdo da dosagem de imunossupressor
administrada para cada camundongo.

Para se analisar a imunossupressdo, o
corticosteroide foi administrado diariamente, na
dosagem de 0,5 mg por animal, por um periodo de
21 dias, em dez camundongos C57BL/6 machos. Foi
realizado leucograma a cada seis dias, até se
observar uma considerada diminui¢do do ndmero
absoluto de leucdcitos (50% em média) e inversao
do niimero relativo de linfécitos no sangue periférico
(contagem de linfécitos em torno de 25%, em um
total de 100 células).
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A quantidade de leucdcitos totais por mm’
de sangue foi estimada por intermédio da contagem
do numero absoluto, e através da contagem
diferencial pdde-se acompanhar o comportamento
dos linfécitos apds administragdo da droga
imunossupressora.

Os valores medianos dos leucdcitos foram
comparados empregando-se o teste Kruskal-Wallis
complementado a posteriori pelo método de
Student-Newman-Keuls, que permite a comparacio
multipla, para isolar o grupo ou grupos que diferem
estatisticamente dos outros, ao nivel de significancia
de 5% (p< 0,05).

Uma vez estabelecido o esquema de
imunossupressdo, novos grupos de camundongos
foram imunossuprimidos com dexametasona e
infectados por inoculagdo intragéstrica com solugdo
de PBS contendo 2x10* oocistos purificados, em
dose unica, diluidos em 0,1mL de PBS 0,01M (pH
7,2). A infecgdo foi realizada no 14° dia do
procedimento de imunossupressdo e foi mantida até
o final do experimento. Os camundongos foram
separados em grupos da seguinte maneira:

Grupo A: Dez camundongos C57BL/6
machos, imunossuprimidos com administracio
didria de 0,5 mg de dexametasona por animal, e
infectados com 2x10* oocistos de C. parvum;

Grupo B: Cinco camundongos C57BL/6 ndo
imunossuprimidos e infectados com 2x10* oocistos
de C. parvum — para avaliar se o inéculo utilizado,
sem a presenca da droga imunossupressora, seria
suficiente para induzir uma infeccao na linhagem de
camundongo estudada;

Grupo C: Cinco camundongos C57BL/6
imunossuprimidos com dose didria de 1 mg de
dexametasona e nio infectados — para analisar se o
procedimento de imunossupressdo, isoladamente,
nao seria fatal aos camundongos;

Grupo D: Cinco camundongos C57BL/6 ndo
imunossuprimidos e ndo infectados — controle
negativo.

Para acompanhamento da infeccdo, os
camundongos foram isolados individualmente em
gaiolas esterilizadas e pavimentadas com arame. As
fezes liberadas diariamente ficaram sobre toalhas de
papel dispostas na parte inferior das gaiolas, toalhas
estas que foram umedecidas com 4gua destilada e
trocadas diariamente. O volume total de fezes
eliminadas diariamente por cada camundongo foi
armazenado em tubos contendo dicromato de
potdssio a 5%, na propor¢cdo de 1:3, obtendo-se
suspensdes fecais que foram examinadas para
verificacio da presenca de oocistos de C. parvum."

Para recuperar os oocistos liberados nas
fezes dos camundongos infectados, aliquotas de 3
mL da suspensio fecal obtida foram processadas em
tubo conico, contendo 10 mL de solucdo de
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sacarose, sendo que ap6s centrifugacdo a 1500 rpm
por 10 minutos, os 2 mL da camada superior da
solucdo foram recuperados com o auxilio de pipeta
automdtica e transferidos para outro tubo cdnico
com capacidade para 15 mL, contendo 13 mL de
agua destilada. A suspensdo obtida foi submetida a
centrifugacdo a 3000 rpm, por 10 minutos, para
remocdo da sacarose, permitindo assim que os
oocistos sedimentassem. Este procedimento de
lavagem foi repetido duas vezes. Finalmente o
sedimento foi desinfetado com hipoclorito de sédio e
lavado por trés vezes com agua destilada realizando-
se centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos e
ressuspensdo em 1,5 mL de PBS, para posterior
quantificagdo.

Para quantificacdo dos oocistos recuperados
das fezes dos camundongos, foram confeccionados
esfregacos de 10 pL, partindo da solugdo estocada
em PBS, sendo estes posteriormente corados pela
técnica de Kinyoun.”” O ntimero de oocistos foi
contado e convertido para o volume final da
suspensao de fezes purificadas de cada camundongo,
e, posteriormente, para o total de fezes eliminada
diariamente por cada animal. Cabe ressaltar que os
animais foram acompanhados durante todo o
periodo que houve eliminacdo de oocistos nas fezes,
que perdurou por aproximadamente 30 dias.

Resultados

Apds imunossupressdo dos camundongos
C57BL/6 machos com 0,5 mg de dexametasona,
observou-se que os valores de leucdcitos totais do
sangue periférico, antes do procedimento de
imunossupressdo, diferiram significativamente (p<
0,05) dos valores observados apds a primeira e
segunda semana de imunossupressio (Tabela 1).

Com relagdo aos valores relativos de
leucéceitos, observou-se que houve uma inversdao na
propor¢do dos valores de linfécitos em relagdo aos
neutréfilos no decorrer da administragdo da droga,
caracterizando desse modo um quadro de
imunossupressdo (Tabela 1).

Apoés estabelecimento da imunossupressao,
no experimento de infeccdo, observou-se que os
camundongos C57BL/6, que foram
imunossuprimidos e infectados com C. parvum,
desenvolveram infec¢do e liberaram oocistos nas
fezes.

Os nuimeros de oocistos, expressos em
média aritmética, recuperados dos camundongos do
grupo A, estdo representados na figura 1. Nota-se
que a maior liberacdo de oocistos se deu no oitavo
dia ap6s a infec¢do. Os valores a partir do 18° dia
do experimento ndo estdo apresentados, ji que a
partir deste dia apenas trés camundongos estavam
Vivos.
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E importante frisar que nenhum dos animais  que ndo foram detectados oocistos no material fecal
que pertenciam aos grupos B, C ou D, utilizados apds realizagdo de pesquisa de Cryptosporidium,
como grupos controle, desenvolveu a infec¢do, j4&  pela técnica de coloracio de Kinyoun.
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Figura 1. Nuimero total de oocistos, expressos em média aritmética, recuperados a partir das fezes de camundongos
C57BL/6 imunossuprimidos com dose didria de 0,5 mg de dexametasona (grupo A), até o 17° dia da infec¢do

Tabela 1 - Resultados do leucograma de sangue periférico de dez camundongos C57BL/6 machos submetidos a
imunossupressdo com dose didria de 0,5 mg de dexametasona, antes da imunossupressdo (A.L.) e na
primeira (1°sem) e segunda semana (2°sem) apGs a imunossupressao

Leucécitos (VA) Neutréfilos (VR) Linfécitos (VR)
Camundongos AL  1°%em 2%em AL  1°%em 2%em AL 1°%em 2%em
1 14750 4750 4000 13 65 80 87 35 19
2 18800 6000 4000 13 65 75 87 35 35
3 6750 5000 2500 10 70 75 90 30 35
4 15550 10000 6250 10 84 90 90 16 10
5 10900 4400 - 11 74 85 89 26 14
6 8000 6700 6000 9 94 89 90 16 10
7 12400 5010 3000 6 60 70 94 40 28
8 18800 8450 4000 6 60 65 91 40 35
9 16000 5500 4950 12 60 80 86 40 20
10 7350 6500 5850 10 65 85 80 45 15

Mediana 13575  5750°  4000°

VA = Valores Absolutos (n° de células/mm’ de sangue); VR = Valores Relativos (%); (-) = Dado néo obtido
a # b; valores de mediana com a mesma letra ndo diferiram estatisticamente
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Discussao

A manutencdo do ciclo de Cryptosporidium
parvum em laboratério €é de importincia
fundamental para a obten¢do de parasitos em massa.
Conforme ja mencionado, diversos modelos tém
sido propostos tanto in vitro, por meio de cultura
contendo células como MDCK, HCT-8 e VELIL""
quanto in vivo, utilizando-se, dentre outros animais,
bezerros,>!’ gerbils,18 camundongos neonatos ™! %192
e camundongos imunodeficientes.”’

No presente trabalho, optou-se pelo uso de
camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com
dexametasona  preferencialmente a  modelos
utilizando culturas celulares ou outras linhagens
murinas, por ser um procedimento de baixo custo e
pela ja comprovada susceptibilidade desta linhagem
a infeccdo por C. parvum, além da eficiéncia desta
droga em induzir imunossupressdo, conforme ja
demonstrada por outros autores.”'' Outro fator
importante que pode destacar o uso de modelo
murino em detrimento ao uso de culturas celulares
pode estar relacionado ao custo, a necessidade de
mao de obra mais especializada e a baixa
recuperagio de oocistos.”

A relevancia do uso de camundongos
C57BL/6 foi demonstrada por Rasmussen e
Healey,'" que avaliaram a susceptibilidade de
camundongos fémeas, adultos, de cinco diferentes
linhagens (C57BL/6, C3H/HeN, BALB/nAnN,
DBA/2N e CBA) e demonstraram que apenas 0S
camundongos C57BL/6 demonstraram-se
susceptiveis a infeccdo por C. parvum, quando
previamente imunossuprimidos com dexametasona.
A escolha da linhagem supracitada ainda vai de
encontro a outras pesquisas nas quais também foram
empregados camundongos adultos C57BL/6, com o
intuito de se obter producdo em massa de oocistos
deste protozodrio,”"" porém com protocolos
diferenciados, no que concerne ao tempo € a via de
administracdo do glicocorticoide e ao inéculo de
oocistos utilizado.

No que concerne a dose de dexametasona
utilizada no presente trabalho, a saber 0,5 mg/
animal/dia, esta foi marcantemente superior a
utilizada por diversos autores. Rasmussen e Healey'
utilizaram a dose de 125 pg/dia/animal, porém, para
induzirem a liberacdo de uma grande quantidade de
oocistos, precisaram prolongar o experimento por 83
dias, representando uma desvantagem em relagdo ao
protocolo proposto no presente trabalho, no qual foi
possivel uma recuperacdo significativa de oocistos
em relagc@o ao indculo inicial, porém em um periodo
de tempo relativamente inferior ao utilizado pelos
autores supracitados.
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J4 no que diz respeito a dose de corticéide
utilizada, os resultados apresentados também
discordaram de Rasmussen e Healey,'’ uma vez que
estes autores ao avaliarem a dose de 500
mg/animal/dia observaram que todos os animais
evolufram ao Obito. Tal discrepancia pode estar
relacionada com o fato de que os autores
supracitados prolongaram o tratamento por 83 dias,
sendo possivelmente um tempo demasiadamente
prolongado, crucial para sobrevivéncia dos animais a
administrag¢do da droga.

Tal hipétese pode ser corroborada mediante
observacgdo dos resultados apresentados por Petry et
al” que induziram imunossupressio  em
camundongos adultos, fémeas da linhagem
C57BL/6, injetando dexametasona por um curto
periodo de tempo (quatro dias alternados), por via
subcutinea, nas doses de 250, 500 ou 1000 pg por
animal, sem entretanto observar 6bito de espécimes.
Além disso, os autores constataram que O0s
camundongos imunossuprimidos com 1000 pg de
dexametasona liberaram maior quantidade de
oocistos quando comparado aos outros grupos que
foram avaliados.

Cabe ressaltar que, independente da via de
administracdo e da dose do agente imunossupressor,
tanto Rasmussen e Healey'" quanto Petry et al.’
necessitaram de um 1x10° oocistos/animal para
estabelecerem infeccdo patente, sendo um inéculo
50 vezes superior ao utilizado no presente trabalho,
no qual a inoculagio de 2x10* oocistos de C.
parvum, pela via intragastrica, foi suficiente para
induzir infeccdo com liberacdo de considerdveis
quantidades do parasito nas fezes dos camundongos,
demonstrando assim uma vantagem, em relacdo aos
demais protocolos, uma vez que foi necessiria uma
dose menor de oocisto para estabelecer infeccdo
suficiente para induzir liberacdo de oocistos nas
fezes dos animais.

O uso de indculo destacadamente menor
pode ser considerado uma importante vantagem do
modelo aqui proposto, tendo em vista uma das
principais dificuldades inerentes ao cultivo de C.
parvum, que € a obtencdo de oocistos purificados em
grande quantidade a nivel laboratorial.”> Outros
autores ja alcancaram éxito no desenvolvimento de
infeccdo patente em camundongos CS57BL/6
utilizando apenas um oocisto deste protozodrio,
porém sem liberacdo de oocistos nas fezes, sendo a
infeccdo constatada apenas em cortes histolégicos de
ileo terminal (2cm  distais) corados com
hematoxilina e eosina."'

No presente trabalho, o ébito de alguns
camundongos C57BL/6, logo no inicio do periodo
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de infeccdo, pode ter ocorrido em funcdo de um
somatoério da dose e do efeito imunossupressor da
droga com o efeito da prépria infeccdo; da mesma
maneira o O6bito de camundongos C57BL/6 que
foram apenas imunossuprimidos (dados ndo
demonstrados), indica uma maior susceptibilidade
desses camundongos a imunossupressdo com doses
elevadas desse corticoide, assinalando a necessidade
de uma melhor padronizacio da dose de
imunossupressor e da quantidade do inéculo de C.
parvum, 0 que possivelmente resultaria numa maior
sobrevida dos camundongos e numa maior
recuperagdo de oocistos.

Apesar da quantidade de oocistos
recuperados de camundongos ser substancialmente
menor que a quantidade de oocistos comumente
recuperados de bezerros infectados, pode-se
considerar de potencial utilidade a manutengdo de C.
parvum por meio de sucessivas passagens em
camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com
dexametasona, jd que o modelo murino demonstra-
se de facil manipulacdo, mais vidvel financeiramente
e de menor risco de contaminagdo aos
manipuladores e ao meio, e constitui, desse modo,
uma alternativa potencialmente vidvel para obtencao
ou para manter cepas de oocistos de C. parvum em
laboratérios de pesquisa.
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