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SUMARIO: Neste trabalho, verificou-se a distribuicdo relativa de formas hipnozoitas de Cystoisospora
felis, em visceras de camundongos albinos experimentalmente infectados. Para tanto, 1000
camundongos foram inoculados por via oral com 106 cocistos, obtidos 4 partir de fezes de felinos. Ao
longo de 30 dias apoés infeccao(DAl), grupos de 10 animais foram sacrificados e eviscerados. Os
hipnozoitas foram recuperados através da digestdo péptica de visceras, e avaliados quanto a viabilidade,
dimensdes e quantidade relativas ao tempo de infecgfo. Os zoitas, com dimensdes que variaram
entre 5,75 X 14,52mm (até o 7°DAl) e 12,35 X 35,80 mm (a partir do 21°DAl), foram recuperados com
viabilidade de 99 + 1%. A quantificacdo proporcional de hipnozoitas sugeriu serem linfonodos
mesentéricos (LM}, bago (B} e figado (F), os principais alvos de colonizacéo para estes protozoarios.
A proporgdo de hipnozoitas recuperados a partir de LM foi de 91,5% dos zoitas extraintestinais obtidos
por animal, durante o 8° DAI. A partir de ento, houve um decréscima progressivo no numerc de
zoitas que, passaram a distribuir-se de maneira homogénea até o0 30°DAI. Embora B tenha originado
entre 20 e 40% do total de hipnozoitas quantificados durante todo o experimento, F apresentou
quantidades proporcionalmente variaveis do parasita. Nesta viscera, ocorreu um aumento crescente
de ate o 21°DAI, quando registrou-se 40% do total de zoitas quantificados. A partir de entdo, néo
ocorreu alteragido numérica significativa. Discutiu-se, ainda, sobre caracteristicas exclusivas da
distribuicdo e tropismo de Cystoisospora felis, comparativamente a dados da literatura previamente
determinades para Cystoisaspora rivoita.
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parasitadas.

INTRODUCAQ

Cystoisospora felis, pertencente a famiha Sarcocystidae,
subfamilia Cystoisosporinae, é capaz de infectar hospedeiros
variados, podende determinar prejuizos importantes a saide
amimal (LOSS,1951; FREIRE, 1993; FREIRE & LOPES,
1995). Estes protozoarios, ao infectarem hospedeiros
ntenmedianios. apresentam ciclo biolégico alternativo, no qual
formam-se cistos monozdicos extra-intestinais, denominados
de hipnozoitas (DUBEY,1979).

Embora as caracteristicas morfologicas destes parasitas
tenham sido amplamente estudadas (DUBEY &
FRENKEL.1972; FRENKEL & DUBEY, 1972, DUREY,

1979), praticamente nada se conhece em relagdo a sua
distribuigio no organismo de hospedeiros infectados.

A quantificagdo relativa de formas cisticas monozdicas,
obtidas 4 partir de infegdes experimentais com Cysroisospore
rivelta em camundongos albinos, serviu para demonstrar que
esta espécie apresenta acentuado tropismo para linfonodos
mesentéricos (LM) e figado (F) (BROSIGKE er afii, 1982},
Por outro lada, questdes inerentes a distribuigao pelas vias
sangiinea ¢ linfatica, ainda ndo foram esclarecidas.
Possivelmente a via sangiiinea csteja relacionada com o
espalhamento de zoitas através de sistemas de recirculagio,
tals como o ducto toracico. A circulagdo hinfatica de zoitas
pode estar relacionada 4 contaminagdo de nconatos,
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especialmente de felinos, durante a amamentagio
(LOSS.1991). Este trabalho foi realizado com o objetivo de
se determinar, pela primeira vez, o modo pelo qual as formas
cisticas extra-intestinais de . fefis distribucm-sc, & partit de
infegdes experimentais de camundongos albinos, com oogcistos
esporulados.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilicados 1000 camundongos suigo-
albinos, machos com 14 dias de idade, pesando 15+ | gramas,
procedentes do laboratorio de Imunologia - DMIV, 1V, Projeto
Sanidade Animal (UFRRI/EMBRAPA).

Obtengao de oocistos e infe¢io experimental: Qocistos
de (" felrs foram purificades de acordo com metodologia
previamente descrita (BROSIGKE er alii, 1982; LOSS. 1991,
FREIRE, 1993), De maneira sucinta, oocistos, climinados nas
fezes de gatos recém-desmamados, foram concentrados
através de flutuagio em solugiio saturada de sacarose, através
de centrifugagdo a 600 X g durante [5 minutos a temperatura
ambiente. Qacistos piritormes, caracteristicos de . félis,
foram quantificados ein camara hemocitométrica, ao
microscoplo ottco com um aumento de 400 X. Em seguida,
procedeu-se a infecdo com 106 oocistos/ ammal., através de
canulagdo oral.

Sacrificios: Os animais foram sacrificados através de
deslocamento cervical, e lotes de 10 camundongos por dia
de sacrificio, nos dias 0, 3, 6, 7, 8,9, 16, 21, 28 e 30, apéds
mfegao (DAI).

Recuperaciio de hipnozoitas: Os hipnozoitas foram
recuperados a partir da digestdo péptica de figado (F), bago
(B}, rins (R), pulmdes (P), linfonodos mesentéricos (LM) e
placas de Peyer (PP). As visceras foram cuidadosamente
cortadas em pequenos fragmentos e acondicionadas em
Erlemmeyers estéreis, previamente resfriados emn banho de
gelo. Sobre os fragimentos adicionou-se solugdo cnzimatica
contendo 5.2 mg/ml de pepsina {SIGMA, St. Louis, USA)
com atividade de ensaio de 1:10.000, 10 mg/ml de NaCl e
1.4% de HCI | N. Apds estabilizagio térmica, os
homogeneizados resultantes foram incubados a 37 °C durante
30 minutos. A reagdo foi, entdo, interrompida pela adigdo de
solugdo salina famponada com fostatos (PBS) ( 8.00¢/1 de
NaCl. 0.20 g/l de KCL 1.15 g/ 1 de Na,HPO_ e 0.20g/1 dc
Null PO, pH 7.2) a 4°C, seguida de trés centrifugagdes
seqiienciais a 600 X g/4°C /20 minutos. Os hipnozoitas foram
recuperados pela filtragio dos materiais digeridos através de
gaze dupla, segnda de passagem através de seringa de 5 ml
contendo 14 de “nylon” (SANTISTA, SP, Brasil). Os eluatos
foram concentrados por centrifugagio e ressuspendidos em

0,5 - 1.0 ml de PBS.

FREIRE & LOPES

Quantificacio de hipnozoitas: Aliquotas de 10 ml de
suspensdo de hipnozeitas foram colocados entre lammina e
laminula e observados em microscopio de contraste de fase
(JENAVAL. Alemanha). O niimero de hipnozoitas foi obtido
for determinado pela formula:

H-n. 100 v

Onde n € o namero de zoitas contidos na aliquota de 10
ml, 100 ¢ a corregiio para | ml e v o volume total da amostra
do orgio digerido,

Morfometria: A morfometria foi realizada com auxihio
de ocular micrométrica SK 15X (PZ0, Alemanha). em
microscopio binocular (Carl Zeiss, Alemanha) Foram
realizadas medidas equatoriais ¢ polares de todas as amostras
obtidas. Para facilitar as mensuragdes, os hipnozoitas foram
fixados em solugdo contendo formol a 10% adicionada de
Glutaraldeido (SIGMA, St. Louts, USA) a 25%. Através deste
procedimento, impediu-se a movimentagdo e manteve-se a
forma onginal dos hipnozoitas de (. felis.

Ensaio de viabilidade: A determinagdo da viabilidade das
preparagdes foi realizada de acordo com a metodelogia
descrita por GEYSEN et alir (1991). para Fimeria tenclla,
com ligeiras modificagGes.

Misturou-se 1gual volume de solugio de laranja de acndina
(RIEDEL, UK} a 0,1% e suspensfio parasitiria. Apds cingo
minutos de incubagdo & temperatura ambiente, os zoitas
viaveis apresentaram uma fluorescéncia amarelo-esverdeada,
facilmente visualizada ao microscopio de epi-fluorescéncia
(ZEISS, Alemanha). O percentual de parasitas vivos fo
caleulado através de quantificagdo visual, em uma série de 30
campos oticos, representando, no minime, 200 avaliagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a potencialidade infecciosa de Cystoisospora felis
seja reconheeida por diferentes awtores (BROSIGKE er alit,
1982; 1.OSS, 1991; FREIRE, & LOPES, 1995), a exemplo
do que ocorre com outros membros da tamilia Sarcocystidae,
pouco se conthece sobre as sindromes espoliativas geradas e
seus hospedeiros intermediarios (1.OSS, 1991, FREIRE,
1993). Neste trabatho, 1.000 camundongos albinos foramn
infectados oralmente com 106 oocistos esporulados de (. felis,
com a finalidade de se caracterizar e quantificar cistos
monozoicos extra-intestinais. através da digestio péptica de
visceras (LM, B, F, PP, R, C ¢ P} dc animais experimentalmente
infectados. As formas hipnozoitas toram recuperadas a partir
de grupos de 10 individuos sacrificados aos 0, 3, 6.7, 8, 9,
16,21, 28 e 30 DAI, respectivamente. Mortologicamente. os
hipnozoitas apresentaram-se caracteristicamente ehpsoides,
em forma de banana (Fig. 1). As mensuragSes realizadas nos
7,9, 16 ¢ 21 DAI originaram um valor médio equivalente a
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Fig. 1. Hipnazoitas de Cystoisospora felfs. Formas langa (A) e larga {B). 1230X.

24,03+ 24 % 9,09+ 1,5 mm, com indice morfométrico de 2,64,

As medidas realizadas ao longo do periodo de infegio,
evidenciaram wm aumento de tamanho proporcional ao tempo
de infegdo {Tabela 1), Aos 7 DAL a média das medidas for
entre 12,62 x 4,52 mm ¢ 16,42 x 6.98 mm, enquanto que, aos
21 DAl a média das mensuragdes oscilou entre 32,81 x 10,59
mun ¢ 38,79 x 141 linm.

As medidas realizadas por BROSIGKE et afif (1982),
em experimento semelhante realizado com hipnozoitas de
. rivelta, obtidos por digestdo triptica de LM de
camundongos albinos experimentalmente infectados,
evidenciou estruturas parasitarias desprovidas de vacuolos
parasitoforo. com medidas entre 15,5 - 174 x 3.0 - 4,6 mn
aos 7 DAl Os hipnozoitas possuidores de envoltorios
caracterizaram-se por apresentarcim dimensoes entre 21,7 -
25 x93 - 10 mm. Ac final de 28 DAI. os hipnozoitas de (.
rivolta apresentaram dimensdes entre 24, 8 x 116 mm e 28,0
%x 12.4 mm, Embora as dimensdes finais observadas por
BROSIGKE et a/ti (1982), assemnclhem-se 4 média total das
medidas realizadas no presente estudo, os indices
morfométricos obtidos sdo bastante distintos. O indice
mortométrico estimado para (. rivolfa fotde 1,46, enquanto
que. no presente trabalho, estimou-se wm indice 1,78 vezes
maior (2,64) para (" felis.

A recuperagdo de zoitas vivos quantiticada pela absorgdo
da laranja de acridina, com emissio de luz verde amarelada
sob radiagdo ultra violeta, mostrou wabilidade entre 98 ¢ 100 %,
para os organismos recuperados a partir da digestdo peptica
das visceras. Este fato demonstra que o processo de digestdo

Tabela 1 - Medidas de hipnozoitas de C. felis em linfonodos
mesentéricos de camundongos albinos, submetidos a digestao
péptica, apés diferentes intervalos a partir de infecgdo experimental
com 10° oocistos por via oral. Medidas em pm.

Dias Diametro (um) indice Namero
pés-infecgdo morfométrico  de fermas
Maior Menor medicdas

7 14,51+£1,80 5751123 2,53 50

g 18,15+£215 6,79+1.30 267 50

16 27,02+2,60 11,26+ 1,70 2,40 52

21 35801209 12,351,786 2,80 52

utilizado praticamentc ndo terferiu nas caracteristicas
bioldgicas vilais das formas parasitarias obtidas. O numero
de zoitas recuperados mostrou-se crescente aré 6 DAL, quando
foram oblidos, em média, 3.4 x 104 hipnozoitas. A partir de
entdo, houve um decréscimo, seguido de aumento aos 9 DAL
onde detectou-se 3,06 x 104 hipnozoitas e nova queda aos
30 DAL, quando foram quantificados 1,9 x 104 hipnozoitas
(Tabela 2). BROSIGKE ef afii (1982), ao estudarem a
distribui¢io de hipnozoitas de (. rivelta, em camundongos
albinos, consideraram que 2.9 x 104 hipnozoitas, detectados
aos 28 DAL, seria a maior quantidade de cistos monozoicos
extraintestinais deteclada. Estes autores também verificaram
uin aumento na quantidade de hipnozoitas recuperados aos 7
¢ aos 28 DAI caindo progressivamente até os 168 DAL
quando registraram {,6 x [04 hipnozoitas. Embora as
diferengas numéricas possam estar retacionadas a modalidade
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Tabela 2 - Nameros médios de hipnozoitas quantificados em visceras de camundongos albinos inoculados com 10% oocistos esporulados de

Cystoisospora felis

Dias apos Numere de hipnozoitas/viscera? Total
infecgdo
Bago Figado Linf. mes. P. Peyer Qutros
0 0 0 0 0 0
3 2000(18,00)® 1000( 8,00) 2000(16,00) 5000(40,00) 2500(20,00) 12500(100,00)
6 9600(28,00) 4800(14,00} 8800(26,00) 8800(26,00) 2000( 6,00) 34000¢100,00}
7 $641(40,60) 3214(13.50) 10147{42,70} 618( 2,60) 150( 0,60) 23770(100,00)
] 6160( 2,60} 2400( 5,20} 20000{91,50} 460{ 0,40) 132( 0,30) 25092(100.00)
g BOO(21,20) 1600( 8,20} 28000(68,70) 120( 1+,40) 95( 0,50) 30614(100,00)
16 6000(21,70} 6500(21,70) 15500(51,80) 500( 1.,80) 899( 3,00) 25899(100,00)
21 4250(16,90) 11000(43,70) 9450(37,60) 400{ 1,60) 30( 0,20) 25150(100,00)
28 5000(26,30) 9200{48,4C) 4500(23,60) 300( 1,60) 20( 0,10} 19020(100,00)
30 5100{26,80) 8020(42,20) 5741(30,20) 128( 0,70) 10{ 0,10) 19000({100,00)

a Os resultados s30 a média dos vaiores obtidos de cinco animais para cada dia de experimenio.

b Numeros entre parénteses representam o percentual de hipnczoitas em cada dia de avaliagio.

de digestdo enzimatica empregada, a quantificagio global de
hipnozoitas de (. felis sugere um ciclo hioldgico mais
acelerado do que aquele empreendido por (. rivolta. O maior
namero de mpnozoitas de (. felis foram recuperados em,
aproximadamente 10 dias. enquanto que para (. rivolia,
proporgdes semelhantes foram desentas somente aos 28 DAL

A distribuigdo global de hipnozoitas nas dilerentes visceras
avaliadas, sugeriu um tropismo mais elevado pelo F. LM e B
{Tabela 2). Acs 3 DAL amalor quanttdade de hipnozoitas foi
detectada em PP (40% do total de zoitas observados). Esta
proporgdo decresceu progressivamente até o final do
experimento (30 DAI). quando detectou-se somente (,7% dos
zoitasrecuperados. LM foi a viscera de eleicioentre 8¢ 16 8
DAl quando obteve-se  91,5% c 51,8% dos hipnozoitas
recuperados, respectivamente. A partir de entdo, a quantidade
de zoitas decresceu até os 30 DAL, quando recuperou-se
30.2% hipnozottas. Embora B tenha originado entre 20 ¢
40% do total de hipnozoitas quantificados durante todo o
experimento, F apresentou quantidades proporcienalmente
variaveis do parasita. Tista viscera mostrou-se intensainente
parasitado a partir de 21 DAL, quando passou 4 representar a
viscera de elergéo, com uma recuperagdo de zoitas equivalente
a 43,7% aos 21 DAL 48.4% aos 28 DAL e 42 2% aos 30
DAL respectivamente. A partir de 21 DAL T, B e LM
apresentaram a mator conc¢entragdo de hipnezoitas
recuperados, o que reforga a possibilidade de uma via
sanglinea, além da via linfitica, de disseminagio do parasita.
BROSIGKE er aiii (1982), observaram que os hipnozoitas
de (. rivolta apresentava tropismo por LM nos 2.4, 14, 84 e
168 DAL Além disto, observaramm que I manteve-se como

viscera de eleigio somente aos 3 e 7 DAL Com hase nos
resultados obtidos, pode-se deduzir que, embora tante
C.orivalta como O felis distribuam-se pelas vias sangiiinea
e linfatica, ndo o fazem nas mesmas proporgoes. O tropismo
¢ distribuigdo relativos a (7 felis parecem estar mais
intensamente relacionados & via sanguinea no organismo de
hospedeiros intermedigrios.

SUMMARY

This paper describes a study on the relative distribution of
Cywroisospora felis hipnozoites in albine mice experimentally
infected with this protozean. One thousand mice were infected
by oral route with 10° oocysts recovered [rom cat faces. Thirty
days after infection, groups of ten mice were sacnficed and
the viscera were digested in pepsin. The hipnozoites were
recovered [Tom peptic digeston and evaluated regarding their
viability, size and quantity related to the time of infection,
Zoites of 5,75 x 14.52um, up to the 7th day after infection
(DAD), and 12.35 x 35,80um, from the 21st DAL onwards,
were recovered with a viability of 99=1%. The proporoionate
amounlt of hipnozoiles suggests that mesenteric bymph nodes
(MLN), spleen and liver are the main sites of parasite
colenization. The proportion of hipnozoites recovered from
MLN was 91 5% from the total extraintestinal parasites
recovered per amimal on the 8th DAL After that, there was a
progressive decrease on the number of zoites that were evenly
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distributed up to the 30th DAL Although the spleen generate
20-40% from the total of hipnozoites throughout the
experiment, the liver showed variable amounts of parasites.
In this organ there was a growing increase of zoites up to the
21st DAL, meaning 40% of the total. After it, were no
significant numerical changes. The exclusive characteristics
of distribution and tropism of (lystoisospora felis were
discussed in compartson with those mentioned in the literature
to Cystoisospora rivolta.

KEY WORDS: Cysroisospora felis, hipnozoites, peptic
digestion of infecied viscera, albine mice.
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