HIPNOZOITAS DE Cystoisospora ohioensis (DUBEY, 1975) FRENKEL, 1977
(APICOMPLEXA: CYSTOISOSPORINAE) RECUPERADOS DE ORGAOS DE
CAMUNDONGOS ATRAVES DA DIGESTAO PEPTICA

Hypnozoites of Cystoisospora ohioensis (Dubey, 1975) Frenkel, 1977 (Apicomplexa:
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SUMMARY: The isolation, morphological characterization, and examination of systemic distribution in mice organs
due to Cystoisospora ohioensis were studied. For that 80 albino mice were divided in two groups. Each group of 40
animals was distributed per eight casges with five animals in each. In one of them, mice were inoculated orally with
10° sporulated oocysts od C. ohioensis. The second group received saline solution at 0.9% as vehicle only, and was
used as control. Both goups received food and water ad libitum. At the days 1, 3, 5, 7, 21, 28 and 35 after inoculation
(DAI) five animals were sacrificed before posted at necropsy table. Their organs as: small and large intestines,
Peyer’s patches, mesenteric lymph nodes and spleen. After day were grinder and digested in acid pepsin, hypnozoites
were recovered from small and large intestines at 1 DAI, and they were measured 6.29+0.92 by 1.74+0.74 and
6.62+0.84 by 2.04+1.00 um respectively. From Peyer’s patches they were observed till 5 DAI, and measured 6.26+0.81
by 2.624+0.57 um. Hypnozoites were obtained from mesenteric lymph nodes and spleen up to 35 DAI, where the
parasites measured 6.10+0.56 by 2.78+0,58 and 11.69+1,59 by 3.42+1,59 um respectively. Morphological differences
were observed in all recovered hypnozoites from parasitized organs where they were found as well as according to

the DAI No hypnozoites were found in any organs of the control group.
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INTRODUCAO

Cystoisospora ohioensis ¢ cosmopolita e bastante comum,
parasitando as células epiteliais do intestino delgado e tam-
bém do ceco e colon do cdo, coiote, dingo, raposa vermelha,
guaxinim e possivelmente de outros membros da familia
Canidae.

Carnivoros que nao sejam hospedeiros definitivos e her-
bivoros podem infectar-se, através da ingestdo dos oocistos
esporulados de Cystoisospora, presentes nos locais onde vi-
vem (DUBEY & FRANKEL,1972; FRENKEL & DUBEY,
1972; DUBEY, 1975a ¢ 1975b; DUBEY, 1979 ¢ FAYER &
FRENKEL, 1979). Os esporozoitas sao liberados no intesti-
no do hospedeiro intermediario, invadindo os tecidos extra-
intestinais, especialmente linfonodos mesentéricos, figado,
bago, musculatura e cérebro (DUBEY, 1992). Os esporozoitas

nos tecidos aumentam de tamanho e permanecem encistados,
envoltos por um vactiolo parasitéforo, constituido de uma
delgada parede cistica de tecido conjuntivo, conforme assi-
nalado previamente por DUBEY & MEHLHORN (1978).

Os cistos monozoicos sdo assim chamados por conterem
apenas um zoita, sendo denominado hipnozoita. Este fato re-
forca a evidéncia da ndo multiplicagdo de Cystoisospora no
hospedeiro ndo definitivo (DUBEY, 1992).

Para a evidenciagdo destas formas extra-intestinais, a di-
gestdo enzimatica tem sido amplamente utilizada para a
deteccdo de zoitas e cistos (MARKUS, 1976 ¢ 1978,;
FRENKEL, 1977; DUBEY, 1979 ¢ 1997). FREIRE & LOPES
(1995) ao avaliarem a a¢@o da pepsina e tripsina na obtengdo
de hipnozoitas de C. felis, concluiram que a digestdo péptica
deve ser considerada como método de escolha na obtengao
deste para estudo da biologia das formas extra-intestinais de
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coccidios. Estudos realizados com hipnozoitas de C. rivolta
obtidos através de digestdo triptica, levaram a presenga de
formas monozdicas com ou sem vacuolo parasitoforo. Neste
estudo, as formas envoltas pelo parasitdforo tiveram dimen-
sdes maiores que aquelas desprovidas de tal estrutura
(BROSIGKE, 1981).

MATERIAL E METODO

Os oocistos esporulados de C. ohioensis foram obtidos a
partir de fezes de caes de uma ninhada, com idade aproxima-
da de oito semanas, concentrados em solugdo saturada de
agucar (sacarose). A esporulagdo se deu pela adigdo de
bicromato de potassio a 2,5% ¢ a aeragdo, através de
borbulhamento de ar, proveniente de uma bomba de aquario
por 72 horas. Decorrido este periodo, os oocistos foram lava-
dos em solucdo tampao fosfato (PBS), para remocdo do
bicromato de potassio ¢ o excesso de sacarose. O total de
todo o volume das fezes eliminadas pelos cées foi concentra-
do em um volume final de 50 mL e mantidos em geladeira a
4°C. Uma aliquota da suspensao de oocistos, previamente
concentrada, foi contada em Camara de Neubauer, sendo o
tamanho do indculo definido de modo que cada camundongo
do recebesse 0,5 mL da suspensdo contendo 10° oocistos
esporulados.

Um total de 80 camundongos albinos (Swiss Webster) foi
dividido em dois grupos. Cada grupo contendo 40 animais
foi distribuido em oito gaiolas com cinco camundongos. Os
animais de um dos grupos foram inoculados por via oral com
10° oocistos esporulados de C. ohioensis por camundongo. O
outro grupo foi estabelecido como controle sendo os animais
inoculados, em mesmo volume e via, com o veiculo solugao
salina utilizados para efetuar-se a suspensao de oocistos
esporulados. Todos os animais receberam agua e racao ad
libitum, durante todo o experimento.

Cinco animais de cada grupo foram sacrificados nos 1, 3,
5,9, 14,21 e 35 (DAI), necropsiado ¢ eviscerados. Estoma-
go, intestino delgado; intestino grosso, placas de Peyer,
linfonodos mesentéricos, bago, figado, pulmao e coragao,
foram retirados, identificados e cortados, individualmente, em
pequenos fragmentos e triturados em grau e pistilo, adiciona-
do de solugdo salina 0,9%, de modo que o homogeneizado
tivesse um volume de 5 mL e colocados em um tubo plastico
de centrifuga de 50 mL.

Os hipnozoitas de C. ohioensis foram obtidos de acordo
com a metodologia descrita por DUBEY (1997), com ligeira
modificacdo. Ao homogeneizado, adicionava-se 10 mL de
solugdo de pepsina acida a 37°C, preparada no momento do
uso, com atividade de ensaio de 1 : 3.000, 2,6 g; NaCl, 5,0 g;
HCI, 7,0 mL e diluido até o volume de 500 mL com pH ~
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1,10-1,20), sendo incubado em uma camara com agitador por
60 minutos. O material digerido foi filtrado em camada dupla
de gaze e em seguida centrifugado a 1200 x g por 10 minutos
em tubos de centrifuga de 50 mL. O sobrenadante foi despre-
zado e o material restante, aderido ao fundo do tubo ¢
ressuspenso em 5 mL de solugdo tampao (PBS. pH ~ 7,2). A
neutralizagdo foi feita adicionando-se ao tubo 8 a 10 mL de
bicarbonato de sodio a 1.2% (pH ~ 8,3), preparado imediata-
mente ao uso. O material neutralizado com bicarbonato de
sodio foi centrifugado a 1200 x g por 10 minutos. A seguir
desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o material em
0,5 a2 mL de PBS.

O nimero de hipnozoitas por drgdos infectados foi estabe-
lecido de acordo com a metodologia descrita por BROSIGKE
(1981) para C. rivolta, com ligeira modificacdo. Aliquotas de
10 mL de suspensdo de hipnozoitas eram colocadas entre la-
mina e laminula e observadas em microscopio de contraste de
fase. O numero era obtido pela seguinte formula: (H=N x 100
x V); onde N ¢ o nimero de hipnozoitas contido na aliquota de
10 mL; 100 € a correg@o para 1000 mL ¢ V o volume total da
amostra. A morfometria dos hipnozoitas foi realizada com au-
xilio de ocular micrométrica K-15X, em microscopio biocular.
Para facilitar as mensuragdes, fixou-se os hipnozoitas em solu-
¢do a2,5% de gluteraldeido (SGT). Através deste procedimento,
impediu-se a movimentacao e manteve-se a forma original dos
estagios intracelulares de C. ohioensis.

RESULTADO E DISCUSSAO

Formas de C. ohioensis foram observadas nos 6rgio apos
a digestdo péptica, sendo recuperadas do intestino delgado e
grosso, placa de Peyer, linfonodos mesentéricos e bago dos
animais que foram inoculados (Tabela 1). Embora ndo sendo
observado o parasita no figado, estes foram detectados nos
hospedeiros intermediarios, infectados com C. rivolta
(BROSIGKE, 1981 ¢ BROSIGKE, et alii 1982) ¢ C. felis
(COSTA & LOPES, 1994 ¢ FREIRE & LOPES, 1996.). A
recuperacdo de C. ohioensis no bago, desde o 1° DAI (Tabela
1), reforga a hipoétese de uma via hematogénica de dissemi-
nacdo do parasita (FREIRE & LOPES, 1996). Nao foram
observados hipnozoitas de C. ohioensis no estbmago, cora-
¢do e pulmao dos camundongos do grupo Infectado. FREIRE
& LOPES (1996), observaram hipnozoitas de C. felis no rins,
pulmaéo e coragdo, referindo-se a presenga do coccidio, nes-
tes 6rgaos, a uma distribui¢do acidental e ndo a uma via nor-
mal de acesso parasitario.

Cystoisospora ohioensis foi recuperada no intestino del-
gado e grosso no 1° DAI, na placa de Peyer até o 14° DAI, no
linfonodos mesentéricos e baco em todos os momentos do
experimento; entretanto, no 35° DAI observou-se baixa con-
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TABELA 1: Numero de hipnozoitas quantificados em visceras de camundongos
inoculados com 10° oocistos esporulados de Cystoisospora ohioensis.

31

Dias apods Numero de Hipozoita/Visceras? Total
inoculacdo |.delgado I.grosso P.Peyer L.mesentérico Bago

1 102 147 135 86 109 579
(17,62)° (25,39) (23,31) (14,85) (18,83) (100)

3 0 0 50 506 141 697
(7,17) (72,60) (20,23) (100)

5 0 0 28 44 40 112
(25,00) (39,29) (35,71) (100)

9 0 0 9 60 115 184
(4,89) (32,60) (62,51) (100)

14 0 0 0 38 168 206
(18,45) (81,55) (100)

21 0 0 0 60 191 251
(23,90) (76,10) (100)

28 0 0 0 35 235 270
(12,96) (87,04) (100)

35 0 0 0 5 108 113
(4,42) (95,58) (100)

a0Os resultados sdo a média obtida de cinco animais para cada dia de experimento.
®Numero entre parénteses representam o percentual de hipnozoitas em cada dia de ava-

liagdo.

sideravel no niumero absoluto de parasitas no isolamento dos
linfonodos mesentéricos ¢ baco, concomitantemente ocorreu
baixa relativa destes no isolamento nos linfonodos
mesentéricos (4,42%) e aumento relativo no bago (95,58%).
A diminui¢ao do numero relativo na recuperagao de hipnozoita
da placa de Peyer e linfonodos mesentéricos e aumento no
baco podem estar relacionados, a migracao do parasita pela
via linfatica e a diminuigdo absoluta no total de hipnozoitas
recuperados ao longo do experimento, indicou que havia uma
eliminacgdo parcial do parasita nos 6rgéos durante a evolugdo
do ciclo no hospedeiro vertebrado. Quanto ao bago, 6rgao
onde foi observado um aumento progressivo, tanto do niime-
ro absoluto quanto do relativo de parasitas recuperados, indi-
ca ser este, o orgdo alvo de C. ohioensis no camundongo no
presente trabalho. BROSIGKE (1981), observou que havia
uma grande predile¢do de C. rivolta pelos linfonodos
mesentéricos no 2°,4°,84°,168° DAI, sendo observado no fi-
gado no 3° e no 7° DAL FREIRE & LOPES (1996), observa-
ram esta relacdo de C. felis pelo bago e figado, além de consi-
deravel recuperacdo de hipnozoita na placa de Peyer e
linfonodos mesentéricos, o que sugere a C. rivolta ser mais
linfotropica que C. felis. A analise da dinamica de C. ohioensis
indicou a possibilidade de ser usada a via hematogénica, de-
vido ao rapido acesso do parasita ao bago entre 0 1° e 3° DAI,
observado pelo aumento do numero de hipnozoitas recupera-
dos (Tabela 1) e uma via linfatica mais lenta de migragédo,
observada pelo aumento do numero de hipnozoitas recupera-
dos a partir do 9° DAI (Tabela 1). Estes resultados indicam

ser a distribuicdo do C. ohioensis mais linfotropica, seme-
lhante ao observado por BOSIGKE (1981) em C. rivolta.
As medidas médias do diametro maior (DM) dos
hipnozoitas no 1° DAI ndo variaram (p*0,05), quando recu-
perados do intestino delgado, intestino grosso e placa de Peyer.
Nota-se um aumento do DM (p<0,05) dos hipnozoitas recu-
perados nos linfonodos mesentéricos e bago em relagao aos
recuperados em outros 6rgaos, tendo inclusive os hipnozoitas
recuperados no bago o DM maior (p<0,05), que os recupera-
dos nos linfonodos mesentéricos (Tabela 2). No entanto, o
diametro menor (dm) dos hipnozoitas recuperados no intesti-
no delgado e bago foram semelhantes (p*0,05) no 1° DAL
Para este mesmo tempo o dm dos hipnozoitas recuperados
nos linfonodos mesentéricos foi maior (p<0,05), que ao recu-
perados no bago ¢ intestino delgado (Tabela 2). Estas varia-
¢Oes acarretaram em diferenga no indice morfométrico (IM)
dos hipnozoitas recuperados no bago (p<0,05) em relagdo a
outros orgaos (Tabela 2). Analisando os resultados das medi-
das dos hipnozoitas recuperados no 1° DAI, pode-se dizer
que os recuperados no intestino delgado, intestino grosso,
placa de Peyer e linfonodos mesentéricos tiveram formatos
elipsoidal e semelhantes a forma de banana (Figura 3). Este
formato foi também descritos para hipnozoitas de C. felis re-
cuperados nos linfonodos mesentéricos de camundongos por
FREIRE & LOPES (1996) e nos linfonodos mesentéricos e
baco de coelhos por COSTA & LOPES (1994). No entanto,
os hipnozoitas recuperados se caracterizaram pelo formato
elipsoidal, em formatos comparados aos de uma banana, bas-
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TABELA 2: Medidas dos didmetro maior (DM), didametro menor (dm) e indice morfométrico (IM) dos
hipnozoitas em visceras de camundongos inoculados com 10° oocistos esporulados de Cystoisospora

ohioensis.
DAl Medidas? Intestino Intestino Placa de Linfonodo Bago
delgado grosso Peyer mesentérico
DM 6,29+0,92 (KX)P 6,62+0,84 (XY) 6,78+1,53 (KY) 9,46+1,45 (W)  11,33%1,76 (2)
1 dm 1,74£0,74 (KX) 2,04+1,00 (XWZ)  2,35+0,72 (KY)  3,06+0,64 (WY) 1,97+0,47 (KZ)
IM 3,98+1,26 (KXY)  3,95+1,80 (XWZ)  3,21+1,50 (YW)  3,23+0,87 (WY) 6,06+1,70 (Z)
DM 6,26+0,81 (YW)  6,61+0,73 (W)  11,55+1,55 (Z)
5 dm - - 2,62+0,57 (YW)  2,83+0,37 (W) 2,05+0,46 (2)
IM 2,50+0,64 (YW)  2,37+0,45 (W) 5,93+1,63 (2)
DM 7,24+1,08* 11,87+1,06
14 dm - - - 2,64+0,33 2,37+0,40
M 2,77+0,50* 5,14+0,97
DM 7,20+0,92* 11,57+0,80
28 dm - - - 2,45+0,27 2,59+0,60
IM 2,97+0,45* 4,47+0,93
DM 6,10+0,56* 11,69+1,59
35 dm - - - 2,78+0,58 3,42+1,32
IM 2,29+0,61* 3,91+1,09

DAI = Dias apos inoculacéo.

a0Os resultados sdo as médias obtida de dez medidas para cada dia de experimento.
bMédias com mesma letra entre paréntese na linha ndo diferem significativamente (p®0,05) ao Teste de Tukey.
‘Médias nas linhas diferem significativamente (P£0,05) ao Teste t de Student.

tao e raquete (Figura 3), dependendo do 6rgao e do tempo em
que foi recuperado. Os hipnozoitas recuperados no bago ti-
veram aparéncia semelhante a um bastdo com comprimento
maior e largura menor em relagdo aos observados em outros
orgaos. Este comportamento ¢ também assinalado no 5° DAI,
onde os hipnozoitas recuperados no bago tiveram suas medi-
das maiores (p£0,05), em relag@o as dos recuperados na pla-
ca de Peyer e linfonodos mesentéricos (Tabelas 2). Quanto a
estes resultados ¢ o progressivo aumento do comprimento dos
hipnozoitas recuperados nos intestinos, placa de Peyer,
linfonodos mesentéricos e bago (Tabela 2) respectivamente,
nao foram encontrados dados na literatura consultada.

As dimensoes reportadas por DUBEY & MEHLHORN
(1978), para hipnozoitas de C. ohioensis mensuradas em cor-
tes histoldgicos de linfonodos mesentéricos de camundongos
experimentalmente infectados, quando comparadas aos des-
te experimento, foram menores no 1° DAI (5,8 x 2,1 mm).
Ao contrario, BROSIGKE (1981) observou menores dimen-
soes dos hipnozoitas de C. rivolta, recuperados em linfonodos
mesentéricos de camundongos, através de digestdo triptica,
quando estes estavam desprovidos de vactiolo parasitdforo.
Estas diferencas podem estar relacionadas ao estado em que
se encontra o hipnozoita quando fixado, visto que, a movi-

mentacao do parasita, observada a fresco ap6s o processo de
digestdo, acarreta aumento do comprimento e diminui¢do da
largura e vice e versa.

Uma diminui¢do do DM dos hipnozoitas recuperados nos
linfonodos mesentéricos ao longo do experimento foi observa-
do, levando-se em consideragdo que no 1° DAI o DM foi mai-
or (p£0,05) em relag@o ao outros dias em que se isolou o para-
sita e, concomitantemente, nao foram observados diferencas
(p®0,05) nas medidas do dm dos hipnozoitas isolados, neste
mesmo 6rgdo, o que determinou uma diferenca (p£0,05) na
comparacdo do IM no 1° DAI, em relagdo ao 5° ¢ 35° DAI
(Figura 1). A diferenga das medidas do IM dos hipnozoitas
recuperados no bago ao longo do experimento ocorreu entre o
35°DAI, em rela¢do ao 1° e 5° DAI, devido a diferencas do dm
(p£0,05) no 35° DAI (Tabela 2), em relagdo ao 1°, 5° e 14° DAI
e ndo as medidas do DM que foram semelhantes (p0,05) ao
longo do experimento (Figura 2). Portanto, a diminui¢do do
IM dos hipnozoitas recuperados nos linfonodos mesentéricos
ocorreu devido a diminuicdo do DM dos hipnozoitas e nos
recuperados no bago ocorreu devido a um aumento do dm,
determinado provavelmente por uma tendéncia do hipnozoita
modificar sua forma ao longo da infecgdo. Diferencas nas di-
mensdes dos hipnozoitas ao longo do periodo de infeccdo, fo-
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Fig. 1: Médias de dez medidas em micrébmetro do diametro maior (DM), didmetro menor (dm) e do respectivo indice morfométrico (IM), de
hipnozoitas recuperados do linfonodo mesentérico de camundongos inoculados com 100.000 oocistos esporulados de Cystoisospora ohioensis.
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Fig. 2: Médias de dez medidas em micrometro do didmetro maior (DM), didmetro menor (dm) e do respectivo indice morfométrico (IM), de
hipnozoitas recuperados do bago de camundongos inoculados com 100.000 oocistos esporulados de Cystoisospora ohioensis.

ram também observadas por BROSIGKE (1981), COSTA &
LOPES (1994) ¢ FREIRE & LOPES (1996), em hipnozoitas
de C.rivolta e C. felis, respectivamente.

Comparando-se as dimensdes dos hipnozoitas de C. ohio-
ensis ao longo do periodo, deste experimento, contrarios aos
resultados de DUBEY & MEHLHORN (1878), por observa-
rem um aumento das dimensdes dos hipnozoitas mensurados
em cortes histologicos. O aumento das dimensdes dos hipnozoi-
tas nos cortes histoldgicos pode estar relacionado a presenca
do vactolo parasitéforo, como descrito por BROSIGKE (1981).

O aumento das medidas do dm dos parasitas do bago, ao
longo da infecgdo, fez com que ndo ocorressem mais diferen-
¢as (p°0,05) no 14°,28° ¢ 35° DAI, em relagao aos linfonodos
mesentéricos (Tabela 2). Embora, diminuindo as medidas
médias do DM dos linfonodos mesentéricos ao longo da in-
fecgdo, estes permaneceram maiores (p£0,05), no 14°, 28° ¢
35° DAL, em relagdo aos do baco (Tabela 2), conseqiiente-
mente o IM dos hipnozoitas recuperados nos linfonodos
mesentéricos e bagos permaneceram diferentes (p£0,05), ao
longo da infecg@o experimental (Tabela 2).

Nao foram observados formas do parasita nos camundon-
gos do grupo Controle.

SUMARIO

Foram estudadas isolamentos, caracterizagdo morfologica
e verificacdo da distribuicdo das formas sistémicas de

Cystoisospora ohioensis no organismo de camundongos. Para
tanto, foram usados 80 camundongos albinos divididos em
dois grupos. Cada grupo contendo 40 camundongos distribu-
idos em oito gaiolas com cinco animais cada. Em um dos
grupos, os camundongos foram inoculados por via oral, com
10° oocistos esporulados de C. ohioensis. O outro grupo foi
inoculado também por via oral, com solucdo salina 0,9% de
mesmo volume utilizado como veiculo para os infectados,
sendo utilizados como controle. Ambos os grupos receberam
racdo e agua ad libitum. Nos dias 1, 3, 5, 9, 14, 21, 28 e 35
apos inoculacdo (DAI) cinco animais de cada grupo foram
sacrificados, necropsiados e seus o6rgdos triturados e digeri-
dos artificialmente em pepsina acida. Dos camundongos
infectados foram recuperados hipnozoitas no 1° DAI nos in-
testinos delgado e grosso, sendo suas medidas de 6,29+0,92
por 1,74+0,74 e 6,62+0,84 por 2,04+1,00 mm, respectiva-
mente. Os das placas de Peyer foram observados até o 5° DAI,
onde mediram 6,26+0,81 por 2,62+0,57 mm. Até o 35° DAI
foram recuperados hipnozoitas dos linfonodos mesentéricos
e bago, onde mediram 6,10+0,56 por 2,78+0,58 ¢ 11,69+1,59
por 3,42+1,32 mm, respectivamente. Os hipnozoitas recupe-
rados tiveram diferengas morfoldgicas de acordo com os or-
gdos onde foram encontrados, bem como, com o tempo de
infec¢do. Nenhum parasita foi observado nos 6rgaos dos ani-
mais do grupo controle.

PALAVRAS-CHAVE: Cystoisospora ohioensis, hipnozoitas,
camundongos albinos, digestao péptica.
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FIGURA 3: Cystoisospora ohioensis recuperados, através de digestdo péptica, em 6rgdos de camundongos inoculados com 10° oocistos
esporulados (——— = 5um): A) hipnozoita, em forma de banana, com pouca granulagao (amilopectina), nticleo nao visivel e recuperado na
Placa de Peyer no 5° dia apds inoculagéo DAI; B) hipnozoita, em forma de bastéo, granulado, com nucleo visivel e recuperado de linfonodos
mesentéricos no 5° DAI; C) hipnozoita, em forma de bastdo, com granulagao, nucleo bastante visivel e recuperado do bago no 14° DAI; D)
hipnozoita, em forma de raquete, granulado, com nucleo bem visivel e recuperado no bago no 28° DAI.
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