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SUMARIO: Neste trabalho, foram realizados experimentos visando determinar a influéncia da di-
gestdo enzimatica sobre a viabilidade, infectividade e quantidade de hipnozoitas de Cystoisospora
felisrecuperados a partir de camundongos albinos experimentalmente infectados. Para tanto, com-
parou-se a digestao triptica com a digesto péptica de visceras contendo o parasita. Hipnozoitas de
C. felis mantiveram-se viaveis, tanto em solucao de tripsina, como em solugdo de pepsina, durante
pelo menos duas horas, A quantidade de hipnozoitas recuperados apds digestao péptica foi sempre
superior aquela obtida apods digestao triptica, quando se utilizou pepsina para a digestao de visceras

contendo o parasita.
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INTRODUCAO

A digestdo enzimatica de visceras contendo cistos de
coccidias tem side amplamente utilizada (FAYER &
FRENKEI., 1979; BROSIGKE, 1981; SPEER, 1983),

() insucesso em se demonstrar a patogenicidade de
Cystoisospora felis (FAYER & FRENKEL, 1979; FAYER,
1980; BROSIGKE, 1981; BROSIGKE e/ alii, 1982), ¢m
contraste com os achados clinicos de LOSS (1991), sugeri-
ram apossibilidade de haver uma agio deletériano processo
de digestdo triptica, capaz de alterar as caracteristicas bio-
logicas {viabilidade ¢ infectividade) do parasita.

SHARMA & DUBEY (1981) desenvolveram estudo
quantitativo para avaliagdo da viabilidade e infectividade
de formas cisticas de Toxoplasma gondii, através de dipes-
tio péptica ou triptica, Embora nfo se tenha detectado ne-
nhuma alteragfio em bradizoitas ou taquizoitas de 7. gondii
oriundos de digestdo péptica, a digestfo triptica foi respon-
savel por alteragOes nestas formas parasitarias.

Uma vez que, até o presente, todos 0s experimentos rea-
lizados com (. felis em sua forma extra-intestinal foram
oriundos da digestiio triptica de visceras de hospedeiros
infectados, muitos aspectos nio foram devidamente escla-
recidos, provavelmente em decorréncia da agdo deletériado
processo de digestdo empregado.

Neste trabalho procurou-se estabelecer o melhor proce-
dimento a ser utilizado na obtengdo de hipnozoitas de (.

Jelis, Iara tanto, os processos de digestio triptica e péptica .

foram avaliados comparativamente.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés experimentos: o primeiro, relati-
vo a influéneia da digestdo enzimatica na quantidade de
hipnozoitas, recuperados a partir de visceras infectadas; o
segundo, vinculado & viabilidade das formas parasitarias
obtidas através de digestdo péptica ou triptica, e o terceiro,
vinculado a patogenicidade inerente as formas parasitarias
recuperadas.

No primeiro experimento, 10 camundongos foram ino-
culados por via oral, com 107 oocistos esporulados de C.

Jfelis & sacrificados no sétimo dia apos a infecgéo (DAI).

Seus bagos foram retirados, abertos longitudinalmente e
acondicionados em frascos previamente esterilizados.
Sobre cada fragmento de bago, adicionou-se 5 ml de so-
lugéio isotdnica (NaCl 0,85%). Este matenal foi submetido
4 ruptura em homogeneizador Potter {Warren-blender
tissuc grinder - USA), originando homogeneizados, os
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quais foram devidamente identificados e acondicionados
em Ehrlenmeyers estéreis.

Os Ehrlenmeyers contendo os homogencizados foram
divididos em grupos idénticos e submetidos a um aqueci-
mento prévio a 37°C (Banho-Maria) durante | 5 minutos.

Solugdes de digestdo, previamente aquecidas a 37°C,
foram adicionadas aos Ehrlenmeyers, os quais {oram incu-
bados a 37°C durante 120 minutos. As concentragdes finais
das solugdes de digestdo foram as inesmas preconizadas por
JACOBS et alii (1960). Foram realizados controles, consti-
tuidos de igual volume de salina, ao invés de solugio
enzimatica.

Aliquotas de | ml foram retiradas de cada frasco, a in-
tervalos de 30 minutos, durante 120 minutos ¢ processadas
de acordo com metodologia descrita para obtengdo c
quantificagao de hipnozoitas, por BROSIGKE (1981,

Os experimentos foram realizados com scis repetigdes,
as quais forneceram um namero médio de hipnozoitas, re-
cuperados por digestdo triptica, em comparagdo com aque-
lesrecuperados por digestio péptica.

O segundo cxperimento foi realizado a partir de
aliquotas obtidas no experimento inicial, as quais foram
processadas de acordo com GEYSEN er alii (1991}, A via-
bilidade foi calculada pcla contagem de células capazes de
imcorporar acridina-orange a 0,1%, visualizadas ao micros-
copiode fluorcscéncia.

O terceiro cxperimento consistiu na administragio de
hipnozeitas oriundos de cada um dos processos de digestiio
acamundongos, por via oral. Nesle caso, os indculos conlti-
nham igual nimero de formas parasitarias ajustadas atra-
ves de calculo quantitativo previamente detenmnado
(BROSIGKE, 1981).

(s camundongos inoculados com 1 x 10* hipnozoitas
oriundos de cada um dos processos de digestio enzinitica
pertenciam a grupos de 24 anumais, os quais foram sacrifi-
cados em lotes de trés animais por dia de experimentagao,
aos 0, 3, 6, 12, 15, 18, 21 e 24 DAL O numnero de lup-
nozoitas provenientes das visceras (bago, figado, finfo-
nodos mesentéricos ¢ placas de Peyer) dos annmais sacrifi-
cados foi calculado em fungéio do processo de digestdo que
ofereceu melhor rendimento no primeiro experimento, de
acordo com ametodologia descrita por BROSIGKE (1981).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A obtengdo de hipnozoitas a partir da digestio
enzimatica do bago de camundongos infectados com 107
oocistos, por via oral, no 7° DAL indicou ser a tripsina a
0,5%, menos eficiente que a pepsina a 0,52% (labela 1),

FREIRE & LOPES

Tabela 1 - Quantificagdo de hipnozoitas de Crypfoisospora felis
obtidos a partir da digestdo péptica ou triptica de bago de
camundangos inoculadas com 107 nocistes esporulados

Solugéo de N° de hipnozoitas/tempo de digestao em minutos
digestao
30 60 90 120
Tripsina® 17.600 8.400 9.200 Lise
Pepsina® 26.000 20.000 16.000 Lise
Controle® 4] 800 700 800

® Tripsina (atividade de 1:250) a 0,5 em salina tamponada pH 7,2

® Pepsina (atividade de 1:10000) a 0,52% (P/V) adicienada de NaCl
a 1% de Hel a 1,4%.

¢ Controle diluente de a e de b - os resultados sdo a média das
observagdes.

A digestdo péptica teve um rendimento 1,47 vezes mai-
or nos primeiros 20 minutos, 2,39 vezes maior aos 60 minu-
tose, 1,78 vezes maior a0s 90 minutos de incubagio a 37°C.

Aos 120 minutos de incubagéo, tanto a tripsina quanto a
pepsina digeriram em demasia os tecidos, nio permitindo
uma avaliagio adequada da quantidade de hipnozoitas pre-
sentes.

A pepsina é uma protease existente no estoémago de to-
dos os vertebrados (exceto das carpas). Sva atividade maxi-
ma se da em pH entre 2 e 4, sendo inativada em pH superior
a seis. Esta enzima, preferencialmente, catalisa a hidrolise
de ligagdes peptidicas entre dois aminoacidos hidrofobicos,
como fenilalanina/leucina; femlalanina-fenilalanina e fe-
mlalamna-tirozina. Com excegdo das protaminas, que-
ralina, mucina ¢ outras proteinas ricas em carboidratos, a
maioria das proteinas & atacada por esta enzima (JAKU-
BKE & JESCHKEIT, 1981).

A lripsina ¢ uma protease serinica, presente sob a forma
de zimogénio (tripsinogénio) no pancreas de todos os verte-
brados. O tripsinogénio € liberado, via ducto pancreatico,
no duodeno. A conversdo de tnpsinogénio em tripsina se dd
no intestino delgado, pela agiio da enteroquinase e de tragos
de tripsina. Euntre todas as endopeptidases digestivas, a
tripsina ¢ a que apresenta a mais pronunciada espec-
ificidade em relagio ao substrato, catalisando a hidrolise
das ligagdes lisina e arginina, bem como em arginil ou lisil
derivados, assim como as amidas de lisina e arginina (JA-
KUBKE & JESCHKEIT, 1981),

Provavelmente, neste experimento, a tripsina tenha atu-
ado em ligagdes glicoprotéicas, o que nio ocorreu com a
pepsina que, por sua vez, mantém a integridade de tais cs-
truturas. Este mesmo raciocinio pode ser utihizado para
uma analise da presenga, ou auséncia, da membrana que
compde o vacuolo parasitoforo, que mostrou-se muito mais
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freqiiente (90%) nas formas parasitarias obtidas por diges-
1do péptica, quando comparadas com aquelas por digestio
triptica (45%).

A viabilidade mostrou-se bastante prenunciada ent am-
bos os processos de abtengdo de hipnozoitas (entre 90 e 97%
para os dois procedimentos). Se houve algum processo dele-
tério cm fungio da digestio triptica, esté ndo envolveu a vi-
abilidade dos hipnozoitas recuperados durante o experi-
mento.

A infectividade, por sua vez, foi inais pronunciada nas
preparagdes decorrentes da digestdo péptica, onde a conta-
gem de hipnozoitas nas visceras de animais inoculadoscom
estas preparagdes foi sempre superior em refagiio aquelas
obtidas por digestdo triptica.

Possivelmente, as questdesrelativas 4 capacidade de in-
fecgdo entre hospedeiros intermediarios, através do
carmivorismo, possam ser melhor esclarecidas no fuluro,
uma vez quc ha controvérsias sobre se este processo se da
até a0 sétimo ou décimo dia apos a infecgiio (BROSIGKE,
1981; LOSS, 1991).

A infectividade, assim como a provavel sensibilidade a
drogas coccidiostaticas ou coccidicidas, sdo fendmenos que
podem ser alterados pela agdo triptica sobre glicoprotcinas
de superficie parasitaria, capazes de conferir caracteristicas
biologicas ainda a serem esclarecidas.

SHARMA & DUBEY (1981) encontraram dados seme-
lhantes para cistos de T° gondii obtidos através de digestio
péptica ou triptica.

Desta forma, conclui-se que a digestdo péptica deve ser
ométodo de escolha na obtengio, quantificagio eestudos de
biologia de formas intra-teciduais de coccidias.

SUMMARY

In this paper, a study of the enzymatic digestion was
carricd out in order to determine its influence on the
viability, infectivity and quantity of hipnozoites recovered
from albino experimentally
Cystoisospora felis. Trypsin and pepsin digestions of
containing the parasite
Hipnozoites of (. felis survived in pepsin, as well as in
trypsin solutions, for at least 2 hours. Viabthity, integrity,
and infectivity were better maintained when pepsin was

mice infected  with

viscera were  compared.

used to digest organs containing the parasite.
KEY WORDS: Cystoisospora  felis,
enzymatic digestion, trypsin, pepsin,

hiprnozoites,
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