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Dinâmica da eliminação de oocistos de Cryptosporidium sp em linhagens de camundongos imunodeficientes

1. Introdução

Em 1907, TYZZER descreveu
Cryptosporidium muris para designar
um pequeno protozoário coccídio,
encontrado nas glândulas gástricas de
camundongo. Posteriormente, em
1912, TYZZER descreveu uma nova
espécie   Cryptosporidium parvum.
Por meio de infecção experimental em
camundongos, ele demonstrou que C.

parvum desenvolvia somente no in-
testino delgado, e  os oocistos  eram
menores em relação  aos oocistos do
C. muris. (FAYER et al, 1997).

Somente em 1976 foram relata-
dos os dois primeiros casos de
criptosporidiose humana, sugerindo
um comportamento oportunista do
parasito em indivíduos imunocompro-
metidos (NIME et al, 1976).

Em indivíduos imunocompe-
tentes e com sistema imunólogico
comprometido, a criptosporidiose  é
reconhecida como uma importante
doença diarréica. Geralmente a in-
fecção pode ser assintomática em in-
divíduos imunocompetentes, enquan-
to nos indivíduos portadores de  HIV
ou outras desordens imunológicas,
freqüentemente a infecção se torna
crônica (TZIPORI et al, 1986).

As características clínicas da
criptosporidiose são bem descritas.   A
doença pode apresentar quatro for-
mas: assintomática, importante por
causar a transmissão endêmica, transi-
tória ocorrendo em indivíduos imuno-
competentes, com período de incu-
bação de 6 dias e uma duração de 2 a
30 dias. Na forma sintomática são
freqüentes a anorexia, diarréia aquosa,
desconforto abdominal e febre. A for-
ma crônica é comum nos pacientes

HIV positivos, levando à desidratação
e agravamento clínico em indivíduos
desnutridos. A forma fulminante é
exclusiva de pacientes HIV positivos
ou imunossuprimidos devido à te-
rapêutica, apresentando-se como uma
doença semelhante ao cólera (GRIF-
FITHS, 1998).

Morgan-Ryan et al, 2002,
descreveram uma nova espécie de
Cryptosporidium, designando a de
genótipo humano de C. parvum,
genótipo 1 ou genótipo H.
Considerando as diferenças  biológicas
e moleculares,  esta nova  espécie foi
denominada :Cryptospor idium

hominis.
Alguns estudos consideram que

esta nova espécie não infecta  camun-
dongos, ratos, cães e bezerros. Porém,
a infecção com o C. hominis foi re-
portada em mamífero marinho Dug-

ong dugon e  ovelhas, experimental-
mente foi demonstrada em ovelhas,
gado e  leitões (XIAO et al., 2004).

Os surtos de criptosporidiose têm
ocorrido devido a transmissão do C.

parvum pela água, pois os oocistos
não são retidos pelos sistemas de fil-
tros no tratamento da água e são re-
sistentes aos produtos desinfetantes
(SMITH & ROSE, 1998).

Um dos maiores surtos de
criptosporidiose já registrado ocorreu
em abril de 1993, nos Estados Unidos,
na cidade de Milwaukee, onde
aproximadamente 400.000 pessoas
foram infectadas com oocistos de
Cryptosporidium parvum veiculados
pela água (MCKENZIE et al, 1994).

Franco et al, 2001, realizaram uma
investigação sobre a ocorrência de
oocistos de Cryptosporidium e cistos
de Giardia, na Região Sudeste do Bra-
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sil, em água superficial do rio Atibaia.
Os autores relataram que todas as
amostras examinadas foram positivas
para ambos os protozoários.

Experimentalmente a criptospo-
ridiose ocorre em animais de labo-
ratório que são imunologicamente
imaturos, ratos tratados com drogas
imunossupressoras, camundongos
atímicos, camundongos tratados com
anticorpos anti-CD4,  camundongos
NIH-III (bg/nu/xid) e camundongos
bg (TZIPORI & GRIFFITHS, 1998).

Um problema associado com o
estudo experimental da criptosporid-
iose em mamíferos é que muitas es-
pécies de hospedeiros são suscep-
tíveis à infecção com C. parvum du-
rante as três primeiras semanas de vida
(UNGAR et al, 1990). Os camundon-
gos imunocompetentes das linhagens
BALB/c e C57BL/6 infectados ao na-
scer, apresentam resolução da infecção
no decorrer da  maturação do sistema
imunológico e da colonização da mi-
crobiota associada (HARP et al, 1988).

ENRIQUEZ & STERLING (1991)
se propuseram a  identificar um mo-
delo animal com potencial de uso para
o estudo da infecção  pelo C. parvum.

Para tanto, avaliaram 19 linhagens
diferentes de camundongos adultos e

uma de gerbil (Meriones unguicula-

tus). Os resultados mostraram que
somente os camundongos beige
(C57BL/6J-bg j), apresentaram
números significantes de oocistos no
7o dia após a infecção.

O modelo scid torna-se impor-
tante por se infectar cronicamente
com C. parvum e desenvolver sinto-
mas similares aos apresentados por
pacientes com imunodeficiência
(MEAD, et al, 1991). Camundongos
scid tratados com  anti-interferon-gama
são usados para o estudo da infecção
pelo C. parvum, na fase aguda du-
rante os vinte primeiros dias após o
desafio com o C. parvum,  quando a
infecção é limitada ao trato gastrointes-
tinal. Na fase crônica da doença, do
32o ao 47o dias após a infecção pelo
C. parvum, ocorre comprometimen-
to hepatobiliar e dos ductos pancre-
áticos (TZIPORI et al, 1995).

Os camundongos knockout (KO)
para IFN-γ (interferon-gama), são uti-
lizados para o estudo da criptosporid-
iose, devido ao desenvolvimento de
sinais clínicos e perda de peso. Estes
animais se infectam com baixas doses
de oocistos de C. parvum,  com ape-
nas 10 oocistos   o animal desenvolve
a infecção, tornando-se  um modelo

importante para avaliação de drogas
terapêuticas  (GRIFFITHS  et al, 1998).

Com base nas diferenças imu-
nológicas entre as  linhagens de ca-
mundongos C57BL/6 KO para IFN-γ,
C.B-17 scid, C57BL/6 bg e C3H nu, o
presente estudo tem como objetivo a
avaliação da dinâmica da eliminação
de oocistos da linhagem MMC de
Cryptosporidium sp em animais adul-
tos.

2. Material e métodos

O protocolo experimental nº428/
1 referente a esta pesquisa foi apro-
vado pela CEEA (Comissão de Ética
em Experimentação Animal) do Insti-
tuto de Biologia da UNICAMP - Uni-
versidade Estadual de Campinas.

2.1 Manutenção
“in vivo” da linhagem MMC de

Cryptosporidium sp
Conforme relatado por Britto et

al, 2000, a linhagem MMC foi isolada
a partir de fezes humanas de um úni-
co paciente HIV positivo com
criptosporidiose, do Hospital das Clíni-
cas da Unicamp. A manutenção desta
linhagem  foi realizada em  camun-
dongos neonatos S.P.F. (Specific

Figura1: Oocistos da linhagem humana MMC de  Cryptosporidium sp em esfregaço de suspensão fecal de  camundongos
neonatos da linhagem BALB/c/Uni. Coloração Ziehl-Neelsen. Aumento 40X
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Pathogen Free), imunocompetentes
isogênicos das linhagens BALB/c/Uni,
C57BL/6/Uni, CBA/Uni, C.B-17/Uni e
heterogênico da linhagem Swiss/Uni
no período de dezembro/1999 a ju-
lho/2002. A partir de novembro/2002
a fevereiro/2004, a linhagem MMC foi
mantida em camundongos de 04 a 06
semanas de idade da linhagem C57BL/
6 KO para IFN-γ. A manutenção “in
vivo” do Cryptosporidium sp foi rea-
lizada em ambiente controlado, no iso-
lador, com  manejo preconizado por
Passos & Alves (1996). Os oocistos
foram obtidos do intestino dos animais
sacrificados no 7º dia após a infecção.
Foi realizada a maceração do intesti-
no em homogeneizador de Biozzi,
com solução salina tamponada 0,01M
pH 7.2. Em seguida foi realizada   a
filtração em malhas de nylon e cen-
trifugação 2 a 3 vezes a 1500g, por
10 minutos a 4ºC. A camada superior
do precipitado foi recolhida para de-
terminação do número de oocistos
(PEETERS & VILLACORTA, 1995). Foi
feita a diluição da suspensão dos oo-
cistos (20 µL) em solução de verde
de malaquita (80 mL), contendo SDS.
O nº de oocistos foi determinado em
câmara de Neubauer, com microsco-
pia de contraste de fase, utilizando
objetiva de 40X.

2.2 Infecção de camundongos
imunodeficientes com oocistos

de Cryptosporidium sp
Fêmeas SPF com 4 a 6 semanas

de vida , provenientes do  CEMIB,
foram infectadas com 105 oocistos de
Cryptosporidium sp por tubagem
esofágica. Foram utilizados 10 animais
de cada uma das seguintes  linhagens
imunodeficientes:

- C.B-17/Uni scid; linhagem imu-
nocompetente controle BALB/c/Uni

- C57BL/6 KO para IFN-γ, C3H/
Uni nu, C57BL/6/Uni bg; linhagem
imunocompetente controle C57BL/6/
Uni.

A colônia das linhagens citadas
foram monitorizadas pela Seção de
Controle de Qualidade Sanitária do
CEMIB, com metodologia descritas
por Gilioli et al, 1996 e  Gilioli et al,
2000).

Os ensaios experimentais foram
realizados no Departamento de Para-
sitologia da UNICAMP, em unidade iso-
ladora de PVC flexível tipo Trexler.
Após os experimentos, os materiais
retirados do isolador foram tratados
antes do descarte, como  padrão de
biossegurança. Para a descontami-
nação, os materiais de laboratório fo-
ram submetidos a fervura durante 15
minutos, antes da lavagem. Os deje-
tos retirados do equipamento foram
enviados para inativação em equipa-
mento para tratamento de resíduo de
serviço de saúde mediante ondas
eletromagnéticas.

Foram considerados resistentes os
animais que apresentaram liberação
de oocistos de Cryptosporidium sp na
fase aguda da doença e não apresen-
taram mortalidade no período de 15
dias.

2.3 Análise morfométrica de
oocistos de Cryptosporidium sp

Para a análise morfométrica dos
oocistos da linhagem MMC, foi utiliza-
do o material  obtido do intestino e
fezes dos animais sacrificados no 7º
dia após a infecção, conforme meto-
dologia descrita (item 2.1). Foram
feitos esfregaços  durante as primei-

sognodnumaCedsnegahniL )%(edadilatroM

dicsinU/71-B.C 0

inU/c/BLAB 0

-NFIarapOK6/LB75C 04

gbinU/6/LB75C 02

uninU/H3C 04

inU/6/LB75C 0

Tabela I – Mortalidade de camundongos imunodeficientes e imunocompetentes
infectados com 105 oocistos de Cryptosporidium sp.

ras 28 passagens da infecção, no
período de dezembro/1999 a julho/
2000. Os esfregaços foram corados
pela técnica de Ziehl-Neelsen modifi-
cada (HENRIKSEN & POHLENZ,
1981). As medidas de 35 oocistos fo-
ram realizadas com  auxílio de ocular
micrométrica, em  microscópio Zeiss
acoplado à câmara clara, com aumen-
to de 1000X. Os resultados foram ex-
pressos como índice de forma, con-
forme XIAO et al, (2004).

2.4 Dinâmica da eliminação de
oocistos de Cryptosporidium sp

As fezes dos animais adultos in-
fectados foram colhidas diariamente,
durante 15 dias, individualmente e
armazenadas em dicromato de potás-
sio na concentração final de  2,5%,
mantidas a 4ºC. Posteriormente, as
amostras de fezes foram  centrifuga-
das a 1500 g durante 15 minutos. Em
seguida, retirou-se a camada superior,
para a contagem dos oocistos adicio-
nando-se solução de verde de malaqui-
ta a 0,16%, contendo 0,1% de SDS. O
número de oocistos foi determinado
em câmara de Neubauer, sob mi-
croscopia de contraste de fase
(PEETERS & VILLACORTA, 1995). O
peso corporal individual dos camun-
dongos, devidamente  identificados
por marcação auricular, foi registrado
em balança semi-analítica, no início e
ao final do experimento.

2.5 Metodologia estatística
O estudo estatístico da eliminação

de oocistos de Cryptosporidium sp.
foi realizado mediante a  comparação
das médias obtidas em cada uma das
amostras,  referente aos  6o, 9 o, 12o e
15o    dias após a infecção.  Este período
está associado com a mortalidade dos
animais e eliminação dos oocistos nas
fezes. Foi utilizado o procedimento de
Análise de Variância (ANOVA) e com-
parações pareadas pelo método de
Tukey, com nível de confiança de
95%. As análises foram realizadas no
software estatístico Minitab – Versão
13.

3. Resultados

A dimensão de 35 oocistos de
Cryptosporidium sp (média e desvio

γγγγγ
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padrão), foram as
seguintes: comprimento
4,91 ±0,44µm  e largura
5,85 ±0,35µm. O índice
de forma (C/L) obtido
foi 0,84.

Foi possível esta-
belecer a manutenção
do cultivo “in vivo”  da
linhagem humana MMC
de Cryptosporidium sp
em camundongos neo-
natos imunocompe-
tentes, e camundongos
adultos C57BL/6 KO
para IFN-g. Esta linha-
gem  de Cryptosporidi-

um sp encontra-se na
67º passagem da infecção e mantém
alta infectividade .

 Para a  implantação e ma-
nutenção do cultivo “in vivo” do
Cryptosporidium sp, correspondente
ao período de Dezembro/1999 a fe-
vereiro/2004, foram utilizados   1265
animais, entre camundongos neonatos
das linhagens BALB/c/Uni, C57BL/6/
Uni, CBA/Uni, C.B-17 /Uni, Swiss/Uni,
e camundongos  adultos C57BL/6 KO
para IFN-γ, em ambiente controlado
(Fig.1).

Considerando a  taxa de morta-
lidade nos animais imunodeficientes
e imunocompetentes (Tabela I), não
houve morte na linhagem scid, assim
como no controle. Os camundongos
nude,  KO e bg  apresentaram morta-
lidade no  11º dia após infecção.

O comportamento das linhagens
imunodeficientes e imunocompe-
tentes, quanto a liberação de oocistos
nas fezes, foi avaliado a partir do 6º
dia  até o 15º  dia após a infecção
(Figura 2).

4. Discussão

A manutenção da linhagem de
origem humana de Cryptosporidium

sp em camundongos SPF ainda não
foi descrita no Brasil e tornou-se uma
fonte de antígeno para diagnóstico da
criptosporidiose.

 Um dos fatores limitantes para
entender a biologia do C. parvum é
a dificuldade de obtenção de amos-
tras purificadas de vários estágios de
desenvolvimento intracelular do pa-
rasito. Conseqüentemente, muitas

pesquisas com o parasito procuram
caracterizar e identificar os antígenos
expressos na superfície das formas
invasivas, tais como esporozoítos e
merozoítos (WIDMER et al, 2002).

O isolamento da linhagem
MMC de Cryptosporidium sp  em ca-
mundongo propicia a padronização
de um genótipo, possivelmente hu-
mano como fonte de antígenos para
diagnóstico e infecção de cultura de
células.

Atualmente  são reconhecidas
treze espécies de  Cryptosporidium

(XIAO et al, 2004). As medidas obti-
das dos oocistos da linhagem MMC,
comprimento  4,91 ±0,44µm  e largu-
ra 5,85 ±0,35µm sugerem   que   a
linhagem MMC, de origem  humana
se enquadra dentro da espécie
Cryptosporidium hominis, conforme
CAREY et al, 2004. No entanto, o
índice de forma (C/L) obtido foi de
0,84, divergindo das observações de
XIAO et al, 2004, que indica para C.

hominis índice de forma 1,15.  Porém,
a análise morfométrica não pode ser
usada como ferramenta para classifi-
cação das espécies de Cryptosporidi-

um, pois além dos parâmetros biológi-
cos, deve-se considerar  principal-
mente as   diferenças genéticas (MOR-
GAN-RYAN et al, 2002; FALL et al,
2003).

A hipótese de se tratar de
Cryptosporidium hominis, pode ser
sustentada pelos resultados de
Mclauchlin et al, 1999, quando com-
parado com C. parvum.

Outra diferença entre  C. homi-

nis e C. parvum  é quanto a liberação

de oocistos. O estudo
conduzido por Mclauch-
lin et al, 1999, em 218
pacientes,  com diag-
nóstico de diarréia,
demonstrou que os pa-
cientes que apresen-
taram infecção pelo C.

hominis l iberaram
maior quantidade de oo-
cistos, em relação aos
pacientes que se infec-
taram pelo C. parvum.

Todos os camun-
dongos utilizados neste
estudo foram classifica-
dos na categoria VAF (Vi-
rus Antibody Free), pe-

los resultados de monitorização sani-
tária. Desta forma foi assegurada a in-
fecção “in vivo” sem a interferência
de outros patógenos murinos. Poucos
são os relatos de interferência do
Cryptosporidium na pesquisa experi-
mental  associado a outros patógenos
em camundongos. Há autores que re-
lataram o efeito sinérgico do
Cryptosporidium parvum, isolado
CPB-0,  com rotavírus em leitões SPF
(Enemark et al, 2003).

Dentre as linhagens de  camun-
dongos imunodeficientes estudadas, a
linhagem scid apresentou resistência
à infecção pelo Cryptosporidium sp,
quando comparada com as outras li-
nhagens imunodeficentes.  Os nossos
resultados corroboram com Hayard et
al, 2000, que comprovaram a im-
portância do IFN-γ para a sobrevida
do scid .

Mead & You, 1998, investigaram
à susceptibilidade frente a infecção
pelo C. parvum  entre duas linhagens
diferentes de camundongos, ambas
KO para interferon-gama (BALB/c-
Ifg(m)@ e C57BL/6J-Ifg(m)@). Os camun-
dongos BALB/c-Ifg(m)@ desenvolveram
infecção moderada com média de
eliminação de oocistos  100 vezes
menor em relação ao camundongo
C57BL/6J-Ifg(m)@.

O estudo da ação de citocinas
durante a infecção pelo
Cryptosporidium parvum em
camundongos knockout (KO) para  IL-
4, IL-10, IL12 e CCR5, com back-
ground de BALB/c, evidenciou as
diferenças entre as linhagens, pois os
animais KO mostraram-se  resistentes

Figura 2 - Dinâmica da eliminação de oocistos de Cryptosporidium sp em
camundongos  imunodeficientes: KO, nude, scid, bg  e imunocompetentes
BALB/c/Uni e C57BL/6/Uni no 6º, 9º, 12º e 15º dia após a infecção (d.a.i.)
com 105 oocistos.
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(CAMPBELL et al, 2002). Os autores
também observaram que o KO para
IL-12, com “background” de C57BL/
6, quando infectado com 100 oocistos,
apresentou alta susceptibilidade,
liberando grandes quantidades de
oocistos, em relação às outras
linhagens knockout. Após duas
semanas o KO para IL-12 foi capaz
de controlar a infecção, sugerindo que
a IL-12 é um importante indutor de
IFN-γ.

Os camundongos  nude
mostraram controle parcial da infecção.
Nossos resultados encontram respaldo
nos trabalhos de Rasmussen & Healey,
1992, foi demonstrado que  a ausência
de linfócitos  T em modelos animais
estabelece a infecção pelo
Cryptosporidum parvum. Conforme
descrito pelos autores,  os
camundongos CD4 -  apresentam
perfil de infecção semelhante aos
camundongos nude.

Ungar et al, 1991, avaliaram o
papel de INF-γ, células CD4 e CD8
em  camundongos adultos BALB/c
nude submetidos a tratamento com
anticorpo monoclonal. Os autores
demonstraram que o controle da
infecção requer a produção de IFN-γ
e contribuição do linfócito CD4. Na
defesa do hospedeiro contra a
infecção pelo Criptosporidium sp,
também é acionado um mecanismo
independente de linfócitos T, no qual
os macrófagos ativados induzem  a
secreção de IFN-γ,  pelas células NK
(BANCROFT & KELLY, 1994).

A análise estatística da eliminação
de oocistos no decorrer da infecção
evidenciou que a linhagem KO para
IFN-γ  apresentou significativamente
maior liberação de oocistos em todos
os períodos.  A linhagem nude super-
ou a linhagem controle apenas no 6º
dia após infecção, apresentando difer-
enças significativas em relação à li-
nhagem scid. No 15º dia após in-
fecção, houve diferença significativa
entre as linhagens de camundongos
bg e scid  comparada aos respectivos
controles. É importante destacar que
a linhagem imunocompetente mais
refratária à infecção foi  C57BL/6/Uni,
que apresentou oocistos apenas no  9º
dia, enquanto a linhagem BALB/c/Uni
apresentou oocistos no 6º, 9º e 12º
dias após a infecção.

A literatura relata que as linhagens
de Cryptosporidium sp estudadas até
o momento, mesmo as de origem
humana, são mantidas em bezerros,
por vários anos. No estudo de Grif-
fiths et al, 1998, utilizando o camun-
dongo KO para IFN-γ com “back-
ground” C57BL/6, o pico de elimi-
nação de oocistos aconteceu no 9º dia
após a infecção. Em nossos resultados,
a linhagem MMC de Cryptosporidium

sp, no mesmo modelo evidenciou
maior eliminação de oocistos no 6º dia
após a infecção, uma característica que
sugere tratar-se genótipo humano.

Foi possível constatar que não
houve controle da infecção pela lin-
hagem KO, enquanto  a linhagem bg

apresentou uma resposta tardia quan-
to à eliminação dos oocistos associada
a significativa perda de peso no 15º
dia após a infecção (dados não mos-
trados).

A análise conjunta da mortalidade
dos camundongos imunodeficientes
infectados pelo Cryptosporidium sp
e  da  eliminação de oocistos (Fig.2)
indica que o perfil de   resistência à
infecção  nas linhagens estudadas obe-
dece o  seguinte padrão: C57BL/6/Uni
> BALB/c/Uni > scid >bg > nude > KO.

Os resultados indicam a importân-
cia do interferon-gama, linfócitos T e
células NK na resistência à infecção
pelo Cryptosporidium sp.
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