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1. INTRODUGAO

Protozoarios do género Cryptosporidium causam diarréia em animais,
inclusive no homem, tendo maior prevaléncia em hospedeiros jovens ou
portadores de algum tipo de imunodeficiéncia (Tzipori, 1983). Estes pequenos
coccideos (2-6 um de diametro) invadem e se replicam dentro de células
epiteliais dos tratos digestivo e respiratério de vertebrados (Angus, 1983,
Tzipori, 1983; Fayer e Ungar, 1986). Identificados por Tyzzer em 1907,
permaneceram como simples curiosidade biomédica até a década de 70,
quando ainda se a_creditava ser o Cryptosporidium raro em animais e um
patogeno oportunista para individuos com imunodeficiéncias. O interesse da
medicina veterinaria no protozoario surgiu apés o primeiro relato de
associacao entre o parasito e diarréia bovina (Panciera e cols., 1971). Além de
ser reconhecido como importante agente causador de diarréia em bezerros e
ovelhas, algumas espécies de Cryptosporidium causam doencga respiratéria em
aves. Os primeiros casos de criptosporidiose humana foram relatados em 1976
(Miesel e cols.,1976; Nime e cols.,1976). Relatos posteriores demonstraram
que o Cryptosporidium sp ou C. parvum pode causar diarréia autolimitada em
individuos imunocompetentes e diarréia grave, semelhante a cbélera, em
individuos imunodeprimidos, especialmente aqueles com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Tzipori, 1983; Current e cols., 1983; Fayer
e Ungar, 1986). Nenhuma terapia eficaz foi desenvolvida até o presente
momento, assim 0 encontro deste parasito em pacientes com AIDS indica um
mau prognostico. Relatos de criptosporidiose respiratoria e biliar demonstram

que o protozoario nao esta restrito ao trato gastrointestinal e sugerem que o



parasito & pouco reconhecido como causa de doengas respiratorias e biliares,
principalmente em hospedeiros imunocomprometidos.

Uma revisdo de 36 estudos em larga escala de populagbes
selecionadas (Fayer e Ungar, 1986), tais como criangas ou adultos com
sintomas gastrointestinais, indica que o Cryptosporidium parvum é um parasito
cosmopolita, estando associado a diarréia em seres humanos em todas as
regibes pesquisadas, com maior prevaléncia em residentes de paises em
desenvolvimento. Por exemplo, as prevaléncias relatadas em estudos na
Europa (1-2%) e América do Norte (0,6-4,3%) s&o menores que aquelas
relatadas em paises como Asia, Australia, Africa, América Central e América
do Sul (3-20%). Estes estudos, juntamente com outros demonstrando que o
parasito pode ser um agente etioldgico de diarréia em criangas que frequentam
creches (Combee e cols., 1986; Heijbel e cols., 1987) e responsavel por surtos
de diarréia provenientes de agua contaminada (D'Antonio e cols., 1985;
MacKensie e cols., 1994), resultaram no reconhecimento do C. parvum como
enteropatégeno humano cosmopolita de grande importancia. Um surto
epidémico ocorrido na cidade de Milwaukee, nos Estados Unidos, chegou a
atingir 403.000 pessoas (MacKensie e cols.,, 1994). Embora ocorram
esporadicamente surtos epidémicos em paises desenvolvidos, a notoriedade
alcangcada pelo parasito deve-se principalmente, a sua associagdo com
infeccbes em pacientes com AIDS e em criangas desnutridas de paises
subdesenvolvidos.

Apesar do numero crescente de trabalhos publicados e de laboratérios
dedicando-se ao estudo da criptosporidiose, o conhecimento sobre a resposta

imunolégica ao parasito ainda € muito limitado, principalmente nos paises do



terceiro mundo como no Brasil, onde a escassez de estudos € determinada,
entre outros fatores, pela dificuldade de obtencdo de oocistos puros para
producdo de antigeno. Pesquisas sobre doengas diarréicas e outro sintomas
gastrointestinais sugerem que Cryptosporidium sp €& um dos trés
enteropatégenos causadores de diarréia mais importantes no mundo (Navin e
Juranek, 1984; Crawford e Vermund, 1988). Entretanto, estudos em larga
escala em diferentes regides geograficas devem continuar sendo realizados
para esclarecer o papel da criptosporidiose como causa de morbidade e
mortalidade em individuos imunocompetentes e imunodeficientes. Alguns
aspectos no estudo da criptosporidiose devem ser enfatizados no futuro para
um melhor entendimento da doencga, tais como: 1. relagdo entre idade do
hospedeiro e a susceptibilidade a infecgdo; 2. identificacdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da imunidade adquirida; 3. desenvolvimento de
um modelo animal que mais se assemelhe a infeccdo humana; 4.
desenvolvimento de métodos de cultivo in vitro que permitam a produgdo de
estadios do parasito em larga escala; 5. identificagcdo e isolamento de
antigenos dos diversos estadios do ciclo de vida do parasito para avaliacdo da
resposta imune contra as diferentes fases evolutivas e, principalmente, 6. o

desenvolvimento de tratamento efetivo.

1.1. TAXONOMIA

O Cryptosporidium foi primeiramente descrito por Tyzzer em glandulas
gastricas de camundongos (Tyzzer, 1907). Coccideos deste género sao

classificados no filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, subclasse



Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina, familia
Cryptosporidiidae (Levine, 1984). A maioria das espécies de Cryptosporidium
denominadas na literatura apos a identificagdo do género por Tyzzer, foram
propostas na premissa de que os coccideos eram hospedeiro-especificos.
Entretanto, estudos de transmissdo cruzada demonstraram pouco ou nenhuma
especificidade dos isolados de Cryptosporidium encontrados em mamiferos.
Além disso, infecgdo humana experimental com oocistos de varias especies
animais enfatizou o potencial zoondtico do organismo (Fayer e Ungar, 1986;
Fayer e cols., 1990a). Estes estudos sugerem a existéncia de seis espécies: C.
muris e C. parvum infectando mamiferos, C. meleagridis infectando aves de
granja, C. baileyi infectando passaros, C. serpentis infectando cobras e C.
nasorum infectando peixes (Fayer e Ungar, 1986; Fayer e cols., 1990a).

Anadlises do DNA de isolados de C. parvum e C. baileyi mostraram que
existem diferencgas inter e intraespécies (Mead e cols., 1988; Mead e cols,,
1990). As diferengas moleculares entre isolados de C. parvum poderiam estar
relacionadas com as diferengas na gravidade da infecgado humana.

O C. muris e o C. parvum diferem biologicamente: o ultimo coloniza
apenas a mucosa intestinal e produz diarréia grave em mamiferos, enquanto o
primeiro infecta gléndulas gastricas de camundongos e o abomaso de bovinos.
Além disso, os oocistos e os esporozoitos de C. muris sdo consideravelmente
maiores que os de C. parvum (Current, 1986). O C. parvum é a Unica espécie
que causa infeccgdo e doenga no homem, e embora diferengas no
comportamento bioldgico e moleculares tenham sido notadas entre isolados de
C. parvum infectando varias espécies animais, a existéncia de subespécies ou

cepas ainda nao foi proposta.



1.2. CICLO DE VIDA

Estudos de diferentes isolados (humanos e bovinos) de C. parvum em
modelos experimentais, utilizando camundongos neonatos (Current e Reese,
1986), embrido de galinha (Current e Long, 1983) ou cultura de células
(Current e Haynes, 1984), revelaram que o ciclo de vida do parasito é similar a
de outros coccideos intestinais monoxenos, consistindo de uma fase
assexuada e uma fase sexuada, as quais ocorrem no mesmo hospedeiro. O
ciclo pode ser dividido em seis etapas: 1. desencistamento com liberagéo dos
esporozoitos ou formas infectantes; 2. merogonia, a multiplicagéo assexuada
dentro da célula hospedeira; 3. gametogonia, a formagdo dos gametas
masculino (micro) e feminino (macro); 4. fecundagdo, a unido do microgameta
com o macrogameta; 5. formagao da parede cistica para produgdo do estagio
resistente ou oocisto, que transmite a infecgdo de um hospedeiro a outro; 6.
esporogonia com a formagéo dos esporozoitos infectantes dentro do oocisto.

O ciclo de vida do Cryptosporidium inicia-se com a ingestdo pelos
animais hospedeiros de oocistos contendo esporozoitos que s&do denominados
de “nus” por nao estarem encerrados dentro de esporocistos como outros
coccideos. Os oocistos desencistam no intestino delgado do hospedeiro
susceptivel, liberando os esporozoitos infectantes que invadem os enterécitos.
Como para outros coccideos, a exposi¢cdo a substancias redutoras, a enzimas
digestivas e a sais biliares promovem o desencistamento. A exposigao artificial
dos oocistos a estas condigbes também pode induzir o desencistamento

(Current, 1990). Os esporozoitos, assim como outros estadios do ciclo de vida,



aderem as células intestinais, invadindo-as, permanecendo logo abaixo da
membrana plasmatica em uma estrutura denominada de vacuolo parasitoforo
(Lumb e cols., 1988). Esta localizagdo diferencia o Cryptosporidium de outros
coccideos tipicos como por exemplo a Eimeria sp e a I[sospora sp, que
desenvolvem-se na area perinuclear da célula hospedeira (Current e Bick,
1989). Os esporozoitos desenvolvem-se posteriormente em trofozoitos ovoides
que amadurecem e sofrem merogonia dando origem de seis a oito merozoitos.
A estrutura completa € chamada de meronte de primeira geragéo ou tipo |
(Current e Reese, 1986). Os merozoitos medem cercade 53 x 1,0 ym e tém a
forma de banana com o complexo apical em uma das extremidades. Cada
merozoito tem a abilidade de invadir células epiteliais vizinhas e dar origem
aos merontes de segunda geragdo ou tipo Il, ou ndo avangar no ciclo dando
origem a novos merontes do tipo |. Os merontes do tipo Il produzem quatro
merozoitos que também invadem os enterécitos adjacentes, sofrendo a
multiplicagdo sexuada (gametogonia) e resultando na formagéo dos micro e
macrogametécitos. O microgametécito produz 16 microgametas que fertilizam
0s macrogametas. Apos fertilizagcéo, o zigoto desenvolve-se em um oocisto de
parede grossa ou de parede fina contendo quatro esporozoitos. Os de parede
grossa possuem uma parede cistica formada por trés membranas, constituem
80% dos oocistos formados e podem ser observados apés 72 horas e durante
todo o curso da infecgdo. Os 20% de oocistos de parede fina sdo raramente
encontrados nas fezes do hospedeiro infectado. Estas formas sdo revestidas
por uma parede constituida de uma unica membrana e podem desencistar
espontaneamente dentro do intestino ou em sitios extraintestinais, levando a

persisténcia de infecgbes ou ciclo autoinfectivo em individuos



imunocomprometidos (Crawford e Vermund, 1988; Fayer e Ungar, 1986,
Current, 1984). Oocistos de Eimeria sp e Isospora sp diferem do
Cryptosporidium por serem excretados nas fezes antes de esporularem, o que
acontece na temperatura ambiente e na presencga de oxigénio (Current e Bick,

1989).

1.3. CULTIVO

A reproducéo do ciclo completo do C. parvum ja foi relatada em varias
culturas celulares e em embrido de galinha (Current e Long, 1983; Current e
Haynes, 1984; Datry e cols., 1989; Flanigan e cols.,, 1991). Varios tipos
celulares foram utilizados com sucesso para o desenvolvimento dos diferentes
estadios de C. parvum, como por exemplo células de pulmao humano fetal,
células de rim de porco ou de rim de galinha. Entretanto o numero de oocistos
produzidos na cultura celular foi menor do aquele produzido em intestino de
camundongo neonato ou em células endodérmicas da membrana
corioalantoica (células CAM) de embrido de galinha (Current e Haynes, 1984).
Estudos mais recentes relataram o desenvolvimento do C. parvum em células
de carcinoma de colo humano que expressam algumas caracteristicas de
enterécitos em cultura (Datry e cols., 1989), e em células L929 de
camundongos (McDonald e cols., 1990). O C. baileyi desenvolve todos seus
estadios em células CAM de embrido de galinha, mas ndo em culturas

celulares (Current e Long, 1983, Current e Snyder, 1988).



1.4. EPIDEMIOLOGIA

Diarréia associada a infecgdo por C. parvum em animais foi relatada
pela primeira vez em bezerros (Panciera e cols., 1971). A criptosporidiose foi
relatada ocorrendo naturaimente em camundongos, coelhos, cobaios, gatos,
caes, esquilos, guaxinins, cavalos, porcos, carneiros, cabras, gado e diversas
espécies de ruminantes ndo domesticados (Dubey e cols., 1990). A ubiquidade
do Cryptosporidium sp em mamiferos sugere que qualquer um desses animais
pode ser fonte de infecgdo para o homem. Geralmente, animais com uma a
trés semanas de idade desenvolvem uma infecgdo que vai de moderada a
intensa, porém com baixa mortalidade (Current, 1984). Bezerros e cobaios que
se recuperaram de uma infecgdo experimental sdo imunes a reinfecgdes
(Heine e cols., 1984; Chrisp e cols., 1990).

O primeiro caso de criptosporidiose humana foi descrito por Nime e cols.
em 1976, em uma crianga imunocompetente com quadro de enterocolite aguda
de curso autolimitado. Neste mesmo ano, Meisel e cols. descreveram o
segundo caso, desta vez em um adulto em uso de corticoides, que
desenvolveu diarréia de curso prolongado, e que resolveu espontaneamente
ao se interromper a medicagdo. O primeiro relato de individuo adulto
imunocompetente com criptosporidiose, apresentando diarréia grave
autolimitada e vémitos, foi realizado por Tzipori e cols. em 1980. A transmisséo
dos parasitos isolados deste paciente para camundongos e ovelhas
demonstrou que este era biologicamente indistinguivel de Cryptosporidium
isolado de outros mamiferos e sugeriu o potencial zoonético deste parasito

(Tzipori e cols., 1980; Tzipori e cols., 1982). Poucos casos humanos foram



relatados até o surgimento da AIDS (Navin e Juranek, 1984). Infecgbes em
pacientes com AIDS resultam em alta morbidade e mortalidade (Guarda e
cols., 1983: Current, 1986). Relatos de criptosporidiose em pessoas
imunocompetentes incluem trabalhadores da area de saude, viajantes de
paises desenvolvidos, criangas que frequentam creches e seus contatos
familiares (Baxby e cols., 1983; Sterling e cols., 1986; Alpert e cols., 1986).
Nestes individuos os sintomas variam de diarréia moderada a intensa que
perdura por menos de um més (Koch e cols., 1985; Navin e Juranek, 1984).

A transmissdo mais comum de oocistos de Cryptosporidium ocorre de
pessoa para pessoa pela via fecal-oral, o que obviamente contribui para as
altas prevaléncias em locais com precdarias condi¢bes sanitarias (Tzipori,
1983). Estudos mais recentes apontam também outras fontes potenciais de
infecgéo, tais como alimentos, agua e moscas (Crawford e Vermund, 1988;
Ungar, 1990; Millard e cols., 1994). A epidemiologia da criptosporidiose é
indubitavelmente influenciada pela abilidade dos oocistos de parede grossa de
sobreviver no meio ambiente. Estudos da resisténcia destes oocistos a
diferentes desinfetantes quimicos mostraram que a viabilidade do
Cryptosporidium, medida pela infectividade, pode ser afetada pela exposi¢éo
por 30 minutos a 10% de formalina, 50% ou mais de amoénia e 1 a 2% de
hipoclorito de sédio (Angus e cols.,1982; Campbel e cols., 1982). A viabilidade
é também afetada pela exposigao durante 30 minutos a temperaturas acima de
65°C ou -20°C (Tzipori e cols., 1982a; Anderson, 1985). Os oocistos podem
permanecer viaveis durante quatro meses ou mais em solugdo de 2,5% de
dicromato de potassio, se forem mantidos a 4°C (Current e Haynes, 1984). De

acordo com o Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos (Center for
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Disease Control-CDC), o periodo de incubagdo varia de dois a dez dias
(Crawford e Vermund, 1988). Os oocistos s&o excretados nas fezes por nove a
doze dias ap6s infec¢do, mas podem ser detectados por até oito semanas em
fezes de criancas e por um periodo maior em fezes de individuos
imunodeficientes (Reese e cols., 1982; Current e cols., 1983; Stehr-Green e
cols.,1987).

A infeccdo por Cryptosporidium é amplamente distribuida nos paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos. Varios estudos de prevaléncia ja foram
realizados, sendo dificil de compara-los devido a diferengas quanto a
amostragem populacional e as técnicas diagnoésticas empregadas (Fayer e
Ungar, 1986; Crawford e Vermund, 1988; Ungar, 1990). De qualquer forma,
algumas dedugdes podem ser feitas a partir destes estudos: a) a prevaléncia
em paises industrializados € maior em criangas que em adultos; b) a
prevaléncia da criptosporidiose € mais elevada em paises subdesenvolvidos;
c) a infecgdo ocorre com maior frequéncia em pacientes sob terapia
imunossupressiva ou com algum tipo de deficiéncia imunologica, e em criangas
desnutridas, do que na populagao geral; d) a infecgdo por Cryptosporidium é
comum em pacientes com AIDS, podendo chegar a 40% de prevaléncia em
paises subdesenvolvidos; e) durante ou logo apos o periodo de chuvas ocorre
uma elevagdo da positividade no exame de fezes; f) fatores de risco que
podem contribuir para a infecgédo pelo Cryptosporidium incluem deficiéncias na
imunidade celular e/ou humoral, exposigdo ocupacional, condigées sanitarias
precarias, idade, contato direto com individuos infectados, viagens para paises

em desenvolvimento, e ingestao de agua e/ou alimentos contaminados.
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1.5. PATOGENIA E QUADRO CLINICO

A infeccdo por Cryptosporidium resulta da ingestdo oral de oocistos
contaminando agua e alimentos. Apds desencistamento, os esporozoitos
colonizam as células epiteliais do intestino delgado mantendo uma localizagéo
intracelular, porém pericitoplasmatica (Casemore e cols., 1987). Em individuos
imunocompetentes, o jejuno e ileo sdo os mais intensamente colonizados,
enquanto que em pessoas imunocomprometidas o parasito pode colonizar
areas que se estendem da faringe ao reto (Casemore e cols., 1985; Ma, 1987).
Independentemente do estado imunoldgico, ocorre atrofia parcial a moderada
das Vvilosidades intestinais, juntamente com infiltragdo de células
mononucleares na lamina propria (Weisburguer e cols.,, 1979; Navin e
Juranek, 1984). O dano as vilosidades intestinais leva a um processo de ma-
digestdo e ma-absor¢do que pode resultar em supercrescimento da flora
intestinal, mudanga na pressdo osmaética através da parede do intestino e no
influxo de fluido para dentro do lumen, causando a diarréia. A diarréia
secretéria, similar a da colera, encontrada em pacientes imunodeficientes,
sugere uma hipersecregao mediada por enterotoxina (Garza e cols., 1986). Os
mecanismos envolvidos na patogenicidade do Cryptosporidium ainda precisam
ser sistematicamente estudados em um modelo animal susceptivel para se
determinar os fatores que levam a alteragao da fungéao intestinal normal.

O periodo sintomético varia de uma a trés semanas em individuos
imunocompetentes, embora a excregcéo de oocistos persista por uma a quatro
semanas apos o desaparecimento dos sintomas (Ungar, 1990). Estudos de

prevaléncia de infecgdes assintomaticas, e do periodo correspondente de
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eliminacdo de oocistos nas fezes, ainda n&o foram realizados. A infecgao
sintomatica por Cryptosporidium em individuos imunocompetentes caracteriza-
se por diarréia aquosa que vai de moderada a intensa, raramente contendo
hemacias ou leucdcitos. Outros sintomas incluem coélicas abdominais, febre
baixa, nausea, vOmitos, dores de cabega, fadiga e anorexia (Crawford e
Vermund, 1988; Ungar, 1990). Criangas apresentando diarréia e desidratagéo,
principalmente em paises em desenvolvimento, estéo sujeitas a altos riscos de
morbidade e mortalidade. Infecgbes em individuos com algum tipo de
comprometimento imunolégico sédo geralmente crénicas com persisténcia dos
sintomas e eliminacdo de oocistos. Quando fatores imunossupressores
(desnutricdo, terapia com corticoides, infecgdes virais, etc.) s&o eliminados,
ocorre cura espontanea da infec¢do. Em pacientes portadores de HIV,
entretanto, as diarréias crénicas sdo graves e podem levar a morte. A infecgao
pode se estender até ao célon, estdbmago e esbéfago. As diarréias nestes
pacientes podem levar a perda de seis litros de liquido por dia (Crawford e
Vermund, 1988; Ungar, 1990). Colonizagdes extraintestinais atingem
principalmente a vesicula biliar e ductos biliares resultando em colecistite e
colangite em individuos com AIDS (Ptilik e cols., 1983; Blumberg e cols., 1984;
Hinnant e cols., 1989). Sitios extraintestinais mais raros incluem ductos
pancreaticos levando a pancreatite (Schneiderman e cols., 1987; Hinnant e
cols., 1989) e trato respiratorio causando tosse, rouquidao, espirros e dispnéia

(Forgacs e cols., 1983; Kocoshis e cols., 1984).



1.6. IMUNIDADE CELULAR E HUMORAL

Estudos sobre a resposta imune na criptosporidiose sugerem que tanto
a imunidade celular quanto a humoral participam na resolugéo da infecgao.
Pacientes com hipo ou agamaglobulinemias, e pacientes com
imunodeficiéncias de células T podem desenvolver infecgdes cronicas (Lasser
e cols., 1979, Crawford e Vermund, 1988). Individuos sob terapia
imunossupressiva curam-se rapidamente da infecgdo quando o tratamento e
interrompido (Miller e cols., 1983).

Um estudo sorolégico de pacientes imunocompetentes e
imunocomprometidos com criptosporidiose revelou uma resposta significativa
de IgG, a partir de seis semanas, e de IgM anti-Cryptosporidium em duas
semanas, apos o diagnostico parasitolégico da doenca. A resposta de IgM
desapareceu dentro de quatro meses e de IgG dentro de 12 meses em
pacientes imunocompetentes (Ungar e cols., 1986). Imunoglobulinas anti-
Cryptosporidium permaneceram detectaveis por até 10 meses em varios
pacientes com AIDS (Ungar e cols., 1986). Niveis elevados de IgE e IgA no
soro também foram detectados em resposta a infecgdo pelo parasito
(Casemore, 1987). A caracterizagdo de anticorpos anti-Cryptosporidium da
classe IgA no soro de pacientes infectados com HIV, com ou sem sintomas da
criptosporidiose, mostrou niveis mais elevados do que aqueles encontrados
em individuos imunocompetentes, sugerindo que a presenga de anticorpos IgA
séricos ndo esta associada a protegdo contra o C. parvum em pacientes com

AIDS (Kassa e cols., 1991).
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Como comentado acima, embora anticorpos anti-Cryptosporidium
possam ser detectados no soro (Campbell e Current, 1983; Casemore, 1987,
Ungar e cols., 1986; Kassa e cols., 1991), o papel protetor destes anticorpos e
questionavel. Devido a localizagdo do Cryptosporidium na superficie da
mucosa e ao fato de que varios estudos falharam em demonstrar papel
protetor de anticorpos séricos contra outros coccideos (Rose, 1982), € mais
provavel que anticorpos secretérios juntamente com mecanismos de
imunidade celular, sejam os responsaveis pela resolugéo da doenga e pela
resisténcia do hospedeiro imunocompetente as reinfecgdes.

A transferéncia passiva de imunoglobulina através do colostro parece
ser importante na protegdo de lactentes contra a criptosporidiose (Mata, 1986,
Guderian e cols., 1986). Como o colostro humano contém principalmente IgA
secretoria, a protegdo € provavelmente conferida por este isotipo. Alem disso,
tanto anticorpos IgM quanto IgG anti- Cryptosporidium, foram detectados no
leite materno de uma mulher que tinha se recuperado da infecgéo pelo
protozoario (Hojlyng e cols., 1988). A administragdo oral de colostro bovino
hiperimune produziu uma melhora da diarréia e diminuicdo do numero de
oocistos eliminados nas fezes de pacientes com AIDS e criptosporidiose (Nord
e cols., 1990). Perryman e cols. (1990) demonstraram que o colostro bovino
imune neutraliza esporozoitos e protege camundongos neonatos contra a
infecgao, corroborando com os resultados obtidos em humanos.

Andlises através de “imunoblot” revelaram que o colostro bovino
hiperimune reconhece mais de 40 antigenos de C. parvum separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga do detergente dodecil-

sulfato de sodio (SDS-PAGE) em condi¢des redutoras (Tilley e cols., 1990).
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Embora estes relatos indiqguem um papel importante de imunidade humoral na
resolucdo da infecgdo, outros estudos mostraram que colostro de
camundongos que tinham sido previamente infectados com Cryptosporidium
falharam em proteger camundongos neonatos contra a infecgdo (Arrowood e
cols., 1989; Moon e cols., 1988). Além disso, camundongos tratados durante o
periodo neonatal com anticorpos anti-IgM (anti-1.), e posteriormente desafiados
com oocistos de Cryptosporidium, ndo mostraram diferengas na frequéncia,
intensidade ou duragdo da infecgdo quando comparados com 0s respectivos
controles, apesar da auséncia de imunoglobulinas IgM, 1gG, IgA e IgE nos
camundongos tratados (Taghi-Kilani e cols., 1990). Esses resultados sugerem
que a resposta de anticorpo ao Cryptosporidium pode n&o ser significante na
resolucdo da infecgao.

A maioria dos experimentos sobre a resposta imune humoral na
criptosporidiose baseiam-se na determinaga@o de anticorpos séricos. Trabalhos
de investigagdo dos niveis de IgA em secreg¢des intestinais, ou do numero de
células produtoras de IgA no intestino, durante a infec¢éo por Cryptosporidium,
ainda nao foram descritos. Um maior numero de estudos deve ser realizado
para definir o papel da amamentacdo na prevengdo e tratamento da
criptosporidiose, bem como para isolar e caracterizar os possiveis
componentes do leite e colostro hiperimune responsaveis pela protegao.

Estudos de microscopia eletrénica revelaram o Cryptosporidium dentro
do citoplasma de células M no intestino delgado de cobaios (Marcial e Madara,
1986). As células M sdo células especializadas, presentes no epitélio que
recobre os foliculos linféides do trato gastrointestinal (placas de Peyer), e que

funcionam capturando e transportando antigenos do Iimen para apresentagao
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a linfocitos localizados logo abaixo (Roitt e cols., 1993). As formas observadas
pertenciam as fases merozoito e trofozoito do ciclo evolutivo e as modificages
estruturais de membrana observadas em enterdécitos parasitados ndo foram
encontradas nestas células. Além disso, parasitos intactos e parcialmente
digeridos foram observados em macrofagos subjacentes as células M. A
endocitose e o transporte de parasitos da luz intestinal até as células
fagocitarias na placas de Peyer por células M, pode representar um
componente essencial da imunidade a nivel de mucosa. Estas observagdes
podem ser reflexo de um mecanismo que favoreceria a autolimitagdo da
criptosporidiose em individuos imunocompetentes.

Outros tipos celulares podem estar envolvidos na resisténcia a infecgéo.
O papel de mastdcitos foi investigado por Harp e Moon, (1991). A infecgédo
experimental de camundongos com deficiéncia de mastécitos (W/W™) com uma
semana de idade produziu resultados similares aos grupos controles
(camundongos fenotipicamente normais), sugerindo que a resisténcia e a cura
da criptosporidiose nao sao afetadas pelo gendtipo W/W". Entretanto, a
infeccdo experimental em camundongos com quatro semanas de idade,
mostrou colonizagdo do ileo mais intensa nos animais W/W", indicando que os
mastécitos podem ser importantes na resisténcia inicial ao C. parvum nos
camundongos adultos (Harp e Moon, 1991).

A importancia das células T na infeccdo por Cryptosporidium esta
baseada na observagdao de que individuos com imunodeficiéncias destas
células experimentam infecgdes mais graves e prolongadas (Crawford e
Vermund, 1988). Observagdes similares tém sido feitas em animais onde a

funcéo de ceélulas T foi suprimida experimentalmente (Brasseur e cols. 1988;



17

Regh e cols., 1988). Heine e cols. (1984a) relataram que camundongos
BALB/c atimicos sdo incapazes de curar de infecgdes adquiridas no periodo
neonatal. Ungar e cols. (1990a) demonstraram que € possivel estabelecer-se
infeccbes crénicas em camundongos adultos atimicos ou camundongos
depletados de células T (tratados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8). Além
disto, estes pesquisadores demonstraram que a transferéncia de células
linféides histocompativeis de camundongos que tinham se recuperado
espontaneamente da infecgdo, produzia a resolugdo da doenga nos
camundongos atimicos infectados. Novos estudos nesta area demonstraram
que células T CD4" e IFN-y (interferon-y) sdo ambos necessarios para prevenir
o inicio de uma infecgdo, sendo que a neutralizagdo do IFN-y infuencia na
gravidade da doenca e a deplecdo de células CD4" afeta a sua duragdo
(Ungar e cols., 1991). Os ensaios de investigacdo da resposta de linfécitos T a
antigenos de Cryptosporidium sao ainda limitados e restringem-se, até o

momento, a experimentos utilizando animais.

1.7. DIAGNOSTICO

O diagnostico de criptosporidiose humana, realizado até 1978 pelo
exame de material proveniente de bidpsias de mucosa intestinal corados pela
hematoxilina-eosina, foi substituido por métodos simples e sensiveis de
identificagcdo de oocistos em esfregacos fecais corados. As técnicas de
colorag&o utilizadas incluem Giemsa, auramina-rodamina, fucsina carbdlica-
DMSO e método de Kinyoun (Henrickson e Pohlenz, 1981; Garcia e cols.,

1983, Ma e Soave, 1983; Pohjola e cols., 1985; Ma, 1986). Métodos de
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concentracdo sdo recomendados para aumentar a sensibilidade das técnicas,
tais como flutuacdo em solugbes saturadas de sacarose (solugéo de
Sheather), sulfato de zinco ou cloreto de sodio. Técnicas de concentragao por
sedimentacéo incluem as de formol-éter e formol-acetato de etila (Crawford e
Vermund, 1988; Soave e Johnson, 1988).

Um teste de imunofluorescéncia indireta para detecgéo de oocistos em
fezes, utilizando um anticorpo monoclonal especifico para antigeno de parede
de oocisto foi descrito em 1986 por Sterling e Arrowood. Métodos utilizando
imunofluorescéncia mostraram aumento significativo nas sensibilidades e
especificidades quando comparados com o0s métodos de coloragéo
convencionais (Garcia e cols., 1987; Crawford e Vermund, 1988; Arrowood e
Sterling, 1989). Ensaios imunoenzimaticos utilizando anticorpos monoclonais
para detecgdo de oocistos em fezes foram relatados, porém produziram
resultados falso-positivos (Chapman e cols., 1990).

Uma vez que o numero e periodo de excregédo de oocistos nas fezes é
bastante variavel, métodos sorolégicos para diagnéstico da criptosporidiose,
principalmente em estudos epidemiolégicos, devem ser utilizados. Anticorpos
especificos para Criptosporidium foram detectados por um ensaio de reacgdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em soros de pessoas que se recuperaram
de infecgbes confirmadas pelo exame de fezes (Campbell e Current, 1983;
Casemore, 1987). Baseados no encontro de oocistos nas fezes, a
sensibilidade e a especificidade do ensaio de RIF| foram de 92,6% e 85,8%,
respectivamente (Campbell e Current, 1983). Métodos para detecgdo de
anticorpos IgA, IgG e IgM anti-Criptosporidium através de ELISA também foram

descritos. A sensibilidade e a especificidade deste ensaio foram superiores as
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de RIFI, com valores de aproximadamente 95% (Ungar e cols., 1986; Laxer e
cols., 1990). Embora diversos autores tenham demonstrado forte correlagao
entre infeccdo e titulos de ELISA, existem restricdes quanto a especificidade

deste ensaio (Crawford e Vermund, 1988).

1.8. ANTIGENOS

O desenvolvimento de técnicas de purificagdo de oocistos de
Cryptosporidium, de desencistamento e de purificagdo de esporozoitos e
paredes de oocistos, permitiu a identificagdo de diferentes antigenos do
parasito. Além disso, estas técnicas possibilitaram a determinagdo dos
antigenos reconhecidos pelo soro de diferentes hospedeiros que haviam se
recuperado da criptosporidiose e o0 desenvolvimento de anticorpos
monoclonais contra varios destes antigenos. Varios estudos demonstraram
que poucos antigenos da parede de oocistos e de esporozoitos sdo
reconhecidos por soros humanos apos recuperagdo da criptosporidiose
intestinal (Ungar e Nash, 1986; Mead e cols., 1988a). Em um destes estudos
foi relatado que 37 de 40 pacientes com criptosporidiose (24 com AIDS e 16
sem imunodeficiéncias) reconheceram, através de “imunoblot’, uma proteina
de esporozoito de 23 kD separada por eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) e sob condigdes redutoras
(5% de mercaptoetanol). Os pesquisadores também demonstraram que 58 de
63 soros IgM- ou IgG-positivos, determinados por ELISA, reconheceram o
mesmo antigeno. Em alguns soros, trés bandas adicionais, entre 125 e 174

kD, foram também reconhecidas (Ungar e Nash, 1986). Mead e cols. (1988a)
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relataram que soro obtido de pessoas em tempos diferentes (10 dias a um
ano) apés a infecgdo por Cryptosporidium, reagem fortemente com um
antigeno de 20 kD separado por SDS-PAGE utilizando um gradiente de 10 a
20% ou 10% de acrilamida, sob condigdes redutoras. Eles concluiram que este
antigeno era provavelmente o mesmo de 23 kD relatado por Ungar e cols.
(1986) e que a diferenca de peso molecular era devida a diferencas
metodolégicas. Alguns antigenos de alto peso molecular (96 a 200 kD)
também foram demonstrados (Mead e cols., 1988a). As similaridades
observadas entre “imunoblots” de soros imunes obtidos de pessoas, gado e
cavalos sugerem que varios antigenos de esporozoito, principalmente o
antigeno de superficie de 23 kD, s&o conservados entre os isolados infectando
estes hospedeiros (Mead e cols., 1988a), sendo candidatos para utilizagdo em

diagnéstico da doenga ou na determinagdo de exposigao prévia ao coccideo.

1.9. TRATAMENTO

Embora a criptosporidiose se apresente geralmente como uma doenga
autolimitada, o desenvolvimento de uma terapia eficaz seria bastante util no
tratamento de diarréias graves que ocorrem ocasionalmente em criangas e
adultos imunocompetentes, e principalmente, para o tratamento de pacientes
com AIDS que apresentam diarréias cronicas graves que podem levar a morte.
Além disso, o tratamento de animais com criptosporidiose seria de grande
beneficio na pecuaria, onde as perdas econémicas podem ser bastante

significativas devido a diarréia em animais jovens, principalmente bezerros.
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Até agora, cerca de 90 métodos terapéuticos e preventivos ja foram
testados em estudos com animais, sem qualquer efeito (Fayer e Ungar, 1986;
Crawford e Vermund, 1988). Duas drogas, espiramicina e somatostatina,
mostraram certa eficacia no tratamento da criptosporidiose crénica em
pacientes com AIDS (Portnoy e cols., 1984; Cook e cols., 1988). Respostas
favoraveis apos o tratamento com espiramicina incluem a redugéo do numero
de evacuagdes e do volume diarréico, com o desaparecimento de oocistos nas
fezes em alguns casos (Portnoy e cols., 1984). No entanto, detalhes quanto a
infecgdes concomitantes e dados clinicos especificos n&o foram analisados. O
uso da espiramicina parece controlar a diarréia em individuos portadores de
HIV com criptosporidiose apenas nos estadios iniciais da AIDS (Soave e
Armstrong, 1985). A administracdo continuada de octreotideo, um analogo da
somatostatina, produziu melhora em um paciente com hemofilia portador de
HIV (Katz e cols.,, 1988). Estudos cegos, entretanto, atribuiram pouca ou
nenhuma eficacia a estas drogas (Wittenberg e cols., 1989). A paramomicina
foi utilizada com sucesso no tratamento da criptosporidiose. Entretanto, o
pequeno numero de pacientes no estudo nao permitiu a determinagdo da
eficacia da droga (Armitage e cols., 1992).

Na auséncia de um tratamento eficaz para a criptosporidiose, a
intervengdo clinica baseia-se na terapia de suporte para pessoas
imunodeficientes e imunocompetentes, principalmente criangas subnutridas. A
nutricdo parenteral é recomendada em casos de diarréia persistente (Current e
cols., 1983; Modigliani e cols., 1985).

Uma vez que ndo existe uma quimioterapia eficaz para o controle da

criptosporidiose e que o estado imunolégico do hospedeiro parece ser o
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principal fator que determina a gravidade e a duragéo da doenga (Current e
Bick, 1989), procurou-se restaurar a imunocompeténcia do individuo atraves
de intervencdo imunologica. Individuos sob terapia imunossupressiva
mostraram remissdo dos sintomas quando a terapia foi descontinuada
(Crawford e Vermund, 1988; Ungar, 1990). A administragdo de extrato
dialisado de leucdcitos bovinos, preparado de células de linfonodo de animais
imunizados com C. parvum, em pacientes com AIDS, levou a um aumento de
peso e melhora da diarréia em seis de sete individuos, sendo que cinco
pararam de excretar oocistos nas fezes com a continuidade do tratamento
(McMeeking e cols., 1990). Embora estudos in vitro utilizando antigenos de C.
parvum nao tenham sido realizados para esclarecer o mecanismo de agéo do
extrato dialisado de leucécitos imune, postulou-se que este é capaz de levar a
melhora clinica e parasitoldégica atraves do aumento da resposta imune celular,
como previamente demonstrado para outros coccideos (Klesius e Kristensen,
1977, Klesius e cols., 1978).

Apesar dos resultados controversos em relagdo ao papel da resposta
humoral na protecdo contra a criptosporidiose (ver segdo anterior), alguns
estudos indicam que o colostro obtido de vacas hiperimunizadas com
antigenos totais de oocistos e esporozoitos protegem homens e animais contra
a criptosporidiose (Tzipori e cols., 1986; Fayer e cols., 1989). Um estudo
recente foi realizado com o objetivo de determinar se bile de rato imune ao C.
parvum, contendo altos niveis de anticorpo IgA anti-Cryptosporidium, era
eficiente no controle efou cura da criptosporidiose murina. A analise
microscopica das secgbes intestinais de camundongos tratados revelaram

menor intensidade da atrofia das vilosidades e da hiperplasia das criptas, e
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menor numero de parasitos por cripta, em relagédo aos controles n&o tratados

(Albert e cols., 1994).

1.10. MODELOS ANIMAIS

Apesar de diversos modelos animais para a criptosporidiose ja terem
sido testados, nenhum deles obteve ainda aceitagdo total da comunidade
cientifica. A criptosporidiose ja foi estudada em primatas (Miller e cols., 1990),
ovinos (Kim e cols., 1988), suinos (Argenzio e cols., 1990) e em bovinos (Harp
e cols., 1990). Estes animais podem ser experimentalmente infectados quando
jovens, porém apresentam uma resisténcia inata a infecgdo a partir de um més
de idade.

O modelo animal mais utilizado até agora para se estudar a infecgéo por
Cryptosporidium é o do camundongo neonato (Current e Reese, 1986; Fayer e
cols., 1989). Este modelo tem sido utilizado para estudar a eficacia terapéutica
de drogas e anticorpos, além do efeito do ozénio como desinfetante para os
oocistos (Angus e cols., 1984; Korich e cols., 1990; Perryman e cols., 1990).

Com o objetivo de identificar modelos murinos adultos de infecgdo, foi
realizado um estudo utilizando 19 linhagens diferentes de camundongos. Os
resultados mostraram que a linhagem C57BL/6J-bg’ (camundongos com
deficiéncia de células NK) foi a Unica que apresentou oocistos nas fezes e
numeros significativos de parasitos nos cortes histologicos de intestino. Estes
numeros, entretanto, sdo menores que aqueles observados em camundongos

BALB/c neonatos (Enriquez e Sterling, 1991).
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Chrisp e cols. (1990) demonstraram que tanto cobaios jovens quanto
adultos sdo susceptiveis a infecgdo, embora animais com seis semanas de
idade apresentassem infeccdo por aproximadamente duas semanas apos
inoculacdo e os cobaios com 16 semanas de idade por apenas uma semana.
Este modelo permite o estudo da infecgdo em individuos imunocompetentes
devido as semelhangcas com a criptosporidiose apresentada por esta
populagéo.

Um outro trabalho avaliando-se a resisténcia ao Cryptosporidium de
acordo com a idade do animal foi realizado por Rasmussen e Healey (1992).
Grupos de hamsters foram infectados com as idades de 8-12 semanas e 20-24
meses. Animais mais velhos foram bastante susceptiveis a infecgao,
provavelmente devido as alteragbes naturais do sistema imune que ocorrem
com o envelhecimento, como verificado pelos pesquisadores em testes in vitro
(diminuigdo da resposta de células T e B a mitdgenos e diminuicao da
atividade de células NK). Alternativamente, as modificagbes na flora
bacteriana e pH do trato gastrointestinal com a idade poderiam influenciar na
susceptibilidade a criptosporidiose.

Um modelo murino também utilizado foi o de camundongos W/W', que
possuem fungdo T normais, porém possuem deficiéncias nas linhagens
eritrociticas e granulociticas, incluindo os mastocitos intestinais.Os
experimentos demonstraram que camundongos W/W' adultos sdo mais
susceptiveis a infecgdo primaria por C. parvum que os camundongos normais,
embora a recuperagao se processe no mesmo intervalo de tempo em ambos

os grupos (Harp e Moon, 1991).
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A brevidade da infeccdo nos modelos relacionados acima ndo permite
tempo suficiente para o estudo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na
criptosporidiose, bem como uma avaliagéo precisa do efeito de drogas
terapéuticas. Além disso, alguns modelos oferecem dificuldades no manuseio
e tém custos elevados para a manutengéo dos mesmos.

A falta de um sistema “in vitro” e de um modelo murino adulto para a
criptosporidiose crénica semelhante a infecgdo apresentada por individuos HIV
positivos, levou alguns pesquisadores a desenvolverem modelos animais de
imunossupressao para a doenga.

A infecgdo por Cryptosporidium pode ser facilmente estabelecida em
camundongos neonatos atimicos (Heine e cols.,, 1984a) e, utilizando-se
inéculos dez vezes maiores, em camundongos atimicos adultos (Ungar e cols.,
1990a). Infecgbes similares ocorrem em camundongos BALB/c tratados no
periodo neonatal com anticorpos anti-CD4 ou com estes anticorpos associados
a anticorpos anti-CD8. Estes modelos sdo uteis na definicdo dos defeitos do
sistema imune que favorecem a criptosporidiose crdnica, bem como para
testes terapéuticos de drogas potencialmente uteis em pacientes com AIDS .
Além disso, o elevado numero de oocistos eliminados nas fezes permite um
melhor delineamento da infecgdo, ao invés da anadlise de cortes intestinais
provenientes de uma unica necropsia (Ungar e cols., 1990a). Em outro modelo,
desenvolvido por Ungar e colaboradores (1991), foram utilizados anticorpos
anti-IFN-y em camundongos infectados por Cryptosporidium. O experimento
demonstrou que a delegdo desta citocina favorece a replicagéo do protozoario,
levando ao aumento da eliminagéo de oocistos, sendo porém, um efeito de

duracgao limitada.
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A criptosporidiose experimental também pode ser observada em
camundongos SCID (severe combined immune deficient) que nao possuem
células T e B funcionais, bem como em camundongos NIH-Ill nu/nu que
apresentam deficiéncia de linfocitos T, de células NK e de células LAK (Mead
e cols., 1991: McDonald e cols., 1992). Tanto camundongos adultos quanto
neonatos podem ser infectados, contudo, somente as infecgdes em neonatos
sdo rapidamente estabelecidas, com eliminagdo elevada de oocistos.
Infecgdes persistentes foram aparentemente mais letais em camundongos NIH-
Il nu/nu do que em camundongos SCID (Mead e cols., 1991).

Algumas das desvantagens apresentadas pelos modelos murinos com
imunodeficiéncias genéticas, ou induzidas pela delegdo de células T ou de
seus produtos, incluem a dificuldade de estabelecimento de infecgdo crénica
em camundongos adultos, a utilizag&o de inéculos elevados (fato que deve ser
considerado uma vez que a produgao e a purificagdo de oocistos de C. parvum
sao extremamente laboriosas, envolvendo a infecgdo de animais de grande
porte), e os altos custos na aquisicdo de reagentes e na manutengdo dos
animais em condigdes estritamente assépticas.

Para estabelecer a criptosporidiose em ratos adultos foram
desenvolvidos modelos experimentais com drogas imunossupressoras, tais
como a ciclofosfamida e a dexametasona (Regh e cols., 1987; Regh e cols,,
1988). A manutencdo da infecgdo por Cryptosporidium foi dependente da
administracdo do corticoide, entretanto, devido a toxicidade tardia da
ciclofosfamida em roedores (Anton, 1987), ndo foi possivel estudar a
criptosporidiose latente em ratos (Regh e cols., 1987). Além da infecgdo ter se

estabelecido mais rapidamente, mesmo depois de 10 semanas da interrupgao
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da droga, uma forma latente foi evidenciada através da reativagéo da excregao
de oocistos nas fezes dos animais nos quais se administrou novamente
dexametasona (Regh e cols., 1988). A rapida resolugdo da infecgdo apos a
interrupcéo do tratamento com dexametasona difere do achado com ratos
tratados com ciclofosfamida (Regh e cols., 1988), e sugere que as células
eliminadas ou inibidas por estas duas drogas n&o pertecem a mesma classe.

A primeira tentativa de estabelecimento de criptosporidiose em
camundongos adultos através da imunossupressdo com dexametasona foi
realizada por Rasmussen e colaboradores (1992a). Camundongos de 5
linhagens diferentes foram tratados com a droga, utilizando-se dosagens
previamente testadas em ratos (Regh e cols., 1988). Camundongos C3H/HeN,
BALB/cAnN e DBA/2N, embora desenvolvessem infecgdo, pararam de excretar
oocistos dentro de trés semanas apoés inoculagéo, enquanto que camundongos
CBA foram altamente sensiveis a droga, morrendo antes mesmo da
inoculagdo. Apenas camundongos C57BL/6 continuaram eliminando oocistos
nas fezes durante o periodo de 28 dias.

Os modelos utilizando camundongos imunossuprimidos com
glucocorticéides sao de baixo custo, facil manuseio e permitem a avaliagdo da
infeccdo croénica em animais adultos sem que sejam utilizados inéculos

elevados, muitas vezes ndo disponiveis, de C. parvum.
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2. OBJETIVOS E RELEVANCIA DO PRESENTE TRABALHO

Considerando o aumento da incidéncia da criptosporidiose humana e 0
fato de que cinco milhdes de pessoas morrem anualmente de infecgGes
gastrointestinais diversas (Holmgren, 1981; Tzipori, 1988), & imperativo a
realizacdo de estudos para um melhor entendimento da relagdo parasito-
hospedeiro na criptosporidiose. O Cryptosporidium, recentemente descrito
como patégeno humano, tem sido apontado como um dos principais agentes
em doencas diarréicas, principalmente em individuos com AIDS, nos quais o
parasito causa doenga cronica que pode levar a desidratagdo grave e morte.
Espera-se que o numero de casos de criptosporidiose nestes individuos
aumente, uma vez que vem aumentando o numero de portadores de HIV
(Guarda e cols, 1983). Uma vez que nao existem ainda agentes
quimioterapéuticos disponiveis para a cura da criptosporidiose, o prognostico
da doenga em pacientes imunocomprometidos € bastante desanimador.

Estudos sobre os mecanismos envolvidos na infecgdo por
Cryptosporidium em individuos imunodeficientes, especialmente aqueles com
AIDS, tém sido dificultados pela falta de um modelo animal para a
criptosporidiose que melhor se assemelhe ao quadro visto nestes pacientes.
Assim, o primeiro aspecto abordado no presente trabalho envolveu o estudo
da infeccdo experimental em camundongos adultos imunossuprimidos por
drogas ou com imunodeficiéncia natural ou adquirida sem interferéncia de
agentes quimicos, sendo a infecg@o nesses animais acompanhada até a cura
espontanea ou morte devido a doenga. A descrigdo da intensidade da infecgédo

nestes animais pode ser bastante util no entendimento da criptosporidiose
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crénica que ocorre em individuos imunodeficientes, onde a diarréia pode levar
a morte ou ocorrer disseminagao do protozoario para outros tecidos (Crawford
e Vermund, 1988; Hinnant e cols., 1989). Um modelo murino pode permitir
também o estudo de fatores imunes relacionados a susceptibilidade e
resisténcia a doenca, bem como da eficacia de drogas ou intervencao
imunolégica na prevengao e/ou cura da infecgao.

Um segundo aspecto abordado neste trabalho foi a resposta humoral
anti-Cryptosporidium em camundongos selecionados pela intensidade de
resposta de anticorpo a antigenos especificos e o curso da infecgéo
experimental nesses animais. Além disso, estudos da resposta de linfécitos T a
antigenos de Cryptosporidium in vitro foram realizados para se estabelecer
linhagens especificas de linfocitos T que possam posteriormente ser utilizadas
na pesquisa de antigenos com capacidade imunoprotetora e em estudos de
transferéncia de imunidade passiva na criptosporidiose.

Resumidamente, este trabalho tem os seguintes objetivos:

A. Avaliar a intensidade da infeccdo em um modelo murino para a
criptosporidiose, visando posteriormente a utilizagdo do modelo em testes
sobre a possivel agdo protetora de clones de linfécitos T especificos para
C. parvum.

B. Analisar a resposta de anticorpos anti-Cryptosporidium  em
camundongos bons (H) e maus (L) produtores de anticorpos, apds imunizagao
ou infecgao.

C. Padronizar as condigbes necessarias para a obtengdo de clones de

células T respondedoras a antigenos de Cryptosporidium sp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. PRODUGAO E PURIFICAGCAO DE OOCISTOS

Os oocistos de Cryptosporidium parvum (isolado lowa), utilizados para
infeccdo de camundongos, foram obtidos de bezerros infectados
experimentalmente. Bezerros com 2-5 dias de idade foram inoculados
oralmente com 108 oocistos. As fezes foram coletadas, conservadas em
solugao de dicromato de potassio a 5%, e filtradas sequencialmente através de
tamizes de poros com diametros diferentes, tendo o ultimo tamiz poro final de
63 um de didmetro. Os oocistos foram entdo purificados como descrito
previamente (Arrowood e Sterling, 1987). Resumidamente, dois gradientes de
sacarose foram preparados a partir de diluicées da solugdo de Sheather (320
ml de H>O, 500 g de sacarose e 90 mi de fenol) em salina tamponada com
fosfato a 0,025 M (pH 7,2), contendo Tween 80 a 1%. Dez ml da solugéo
diluida a 1:4 (densidade 1.064) foram colocados sobre 10 mi de uma solugéo a
1:2 (densidade 1.103) em tubos de 50 ml. Uma amostra de 5 ml de fezes foi
colocada sobre a solugéo 1:4 e centrifugada a 1500 g por 30 minutos. Os
oocistos recuperados na interface das solugdes foram lavados duas vezes com
salina tamponada com fosfato a 0,025 M por centrifugacdo a 1900 g durante
10 minutos, e posteriormente purificados através de uma solugdo de Percoll
(Pharmacia, Piscataway, NJ, EUA). Uma solucdo de Percoll de densidade
1.091 foi preparada misturando-se Percoll, solucdo de Alsever dez vezes
concentrada e agua destilada na propor¢do 9:1:9 (pH 7,4). Um ml da

preparacdo de oocistos, obtida pelo gradiente de sacarose, foi centrifugado
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sobre 9 ml da solugéo de Percoll a 22.000 g por 30 minutos a temperatura
ambiente. Os oocistos foram coletados de um anel formado no terco inferior da

solucéo de Percoll, lavados como descrito acima e estocados em solugéo de

dicromato de potéassio a 2,5% a 4° C.

3.2. GRUPOS DE ANIMAIS

3.2.1. Camundongos imunossuprimidos com glucocorticoide

Para tornar animais adultos susceptiveis a criptosporidiose,
camundongos BALB/c e C57BL/6 foram tratados com dexametasona , via oral
ou intraperitoneal, durante 14 dias, antes da inoculacdo com oocistos,
mantendo-se a administracdo da droga durante o periodo de infecgao.
Camundongos fémeas com oito semanas de idade e pesando 15 a 20 gramas
foram utilizados. Grupos de seis a oito animais receberam dexametazona
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluida em agua por via oral,
usando agulha de gavagem, em uma concentragao de 0,25 pug por grama de
peso corporal por dia (aproximadamente 5 ug/dia), ou por via intraperitoneal
(125 pg/dia) diariamente, comegando duas semanas antes da inoculagdo com
oocistos de Cryptosporidium. A administragcdo da droga foi mantida durante
todo o experimento com acompanhamento da mudanga de peso a cada trés
dias para reajuste da concentragdo da droga dos grupos recebendo
dexametasona oralmente. Estas dosagens foram determinadas em trabalhos
anteriores como sendo as dosagens capazes de renderem ratos e

camundongos susceptiveis a infecgdo, com baixos indices de mortalidade
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(Regh e cols., 1988; Rasmussen e Healey, 1992; Rasmussen e cols., 1993).
Os camundongos, juntamente com um grupo controle, ndo imunossuprimido,
foram inoculados com 10° oocistos. Fezes foram coletadas a cada dois dias e
indices de excrecdo de oocistos determinados por imunofluorescéncia indireta,

conforme descrito na segao 3.4.

3.2.2. Camundongos SCID

Camundongos com imunodeficiéncia combinada grave, ou
camundongos SCID, sdao de uma raga mutante derivada de BALB/c CB-17.
Esses camundongos nao tém células T e B funcionais, mas tém numeros
normais de células mieldides e eritrociticas. Macrofagos estado presentes em
quantidades normais e s&o funcionais in vitro, mas por causa da auséncia de
estimulo T-dependente, ndo sao completamente funcionais in vivo.
Camundongos SCID também desenvolvem uma extensa populagao de células
NK (Bosma, 1989).

Grupos de seis a oito camundongos SCID, com oito semanas de idade,
foram mantidos no Biotério da Faculdade de Microbiologia da Universidade do
Arizona, em uma sala isolada, sob condi¢gdes "germfree" em caixas
microisoladoras. Qualquer manipulagdo dos animais era realizada em camara
de fluxo laminar. Todas as caixas, maravalha, agua e comida eram
autoclavadas antes do uso. Amostras fecais foram coletadas a cada dois dias
para pesquisa de oocistos pela técnica de imunofluorescéncia indireta. Os
camundongos foram sacrificados por deslocamento da coluna cervical em

intervalos de 4 semanas.
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3.2.3. Camundongos bons (H) e maus (L) produtores de anticorpos

Camundongos H e L sdo de linhagens obtidas por cruzamentos
seletivos bidirecionais a partir de populagdes de camundongos geneticamente
heterogéneas, tendo como carater fenotipico selecionador a produgdo maxima
e minima de anticorpos em resposta a antigenos determinados (Biozzi e cols.,
1979). Camundongos bons e maus produtores de anticorpos de trés selegdes
independentes, desenvolvidos no Departamento Animal do Instituto Bioldgico
de Sao Paulo pelo grupo do Dr. O. A. Sant'/Anna, foram utilizados:

GP - selecionados pela intensidade da resposta imune humoral primaria
a antigenos variados (ovoalbumina, eritrocitos de carneiro e antigenos
somatico e flagelar de Sa/monella typhymurium) em H_, e L, (Mouton e cols.,
1988);

F,GP - hibrido H_ x L.

GS - selecionados pela intensidade da resposta imune humoral
secundaria a antigenos variados (ovoalbumina, eritrocitos de carneiro e
antigenos somatico e flagelar de S. typhymurium) em H_ e L (Mouton e
cols., 1988);

IVa - selecionados pela intensidade da resposta imune humoral a
eritrocitos de carneiro, partindo-se de uma selegao pré-existente, a selegdo IV,
que teve por sua vez como imundgeno selecionador o antigeno somatico de
S. typhymurium (Biozzi e cols., 1979; Ibanez e cols., 1988).

Grupos de seis a oito animais, com oito a doze semanas de idade,

foram inoculados com 10° oocistos. As sangrias foram realizadas pelo plexo
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retro-orbital e os sacrificios foram realizados entre 8-14 e 30 dias apos
inoculagdo. As fezes foram coletadas a cada dois dias para pesquisa de

Cryptosporidium através da colorag&o de Kinyoun, como descrito abaixo.

3.3. INFECGAO E IMUNIZAGAO DOS CAMUNDONGOS

Os oocistos utilizados para infectar camundongos foram estocados por
no maximo quatro meses. Esses oocistos foram lavados trés vezes em salina
tamponada com fosfato a 0,15 M, pH 7,2 (PBS), por centrifugacéo a 1500 g por
10 minutos, e entdo ressuspensos em PBS para contagem em hemocitémetro.
Cerca de seis camundongos foram infectados intragastricamente, utilizando-se
seringa intradérmica de 1 ml e agulha de gavagem, com inéculo de 50 pl
contendo 10° oocistos. Os animais infectados foram mantidos separados dos
camundongos controle.

A viabilidade dos parasitos foi avaliada inoculando-se oito a dez
camundongos BALB/c neonatos com os mesmos oocistos utilizados para a
infeccdo de camundongos adultos. O exame do conteudo intestinal e de
secgdes de ileo para a presenga de C. parvum foram realizados oito dias apés
inoculacao.

Além da inoculagdo com Cryptosporidium, grupos de quatro a seis
camundongos das sele¢des GS, GP, |Va, hibridos F{GP e camundongos das
linhagens BALB/c e C57BL/6, foram imunizados, por via intraperitoneal, com
40 ug de antigeno de Cryptosporidium, preparado conforme descrito na se¢ao
3.8, homogeneizado em 200 pul de gel de hidréxido de aluminio [5 mg de

Al(OH);.mi™].
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3.4. DETERMINACAO DA ELIMINACAO DE OOCISTOS EM ANIMAIS

INFECTADOS

Amostras de fezes foram coletadas dos camundongos para acompanhar
o curso da infecgao, através da eliminacé@o de oocistos, durante o experimento.
As fezes foram ressuspensas em formol a 10% para a técnica de
imunofluorescéncia indireta, ou em KyCroO7 a 2,5% para a técnica de
Kinyoun, em um volume de aproximadamente trés vezes o das fezes. As
suspensdes fecais foram agitadas em vortex e deixadas sedimentar
espontaneamente por trés minutos; 10 ul do sobrenadante foram colocados em
ldaminas de vidro, deixados secar, fixados pelo calor e testados para a
presenga de oocistos.

A coloracdo de Kinyoun ou Ziehl-Neelsen modificado baseia-se na
propriedade do oocisto de se corar pela carbofucsina e de ser resistente ao
descoramento pelo alcool-acido sulfurico a 1% (Henrickson e Pohlenz, 1981).
O método revela oocistos vermelhos e brilhantes contra um fundo azulado de
bactérias, fungos e outros detritos fecais. A imunofluorescéncia indireta foi
realizada aplicando-se diretamente as laminas sobrenadante de cultura do
hibridoma OW50 que produz anticorpo monoclonal especifico para antigeno
de parede de oocisto (Arrowood e Sterling, 1989). Apés incubagéo a 37° C em
camara umida durante 30 minutos, as laminas foram lavadas trés vezes por
imersdo em PBS e uma solugdo 1/100 em PBS de anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (Sigma Chemical
Company, St. Louis, Missouri, EUA) foi adicionada. Depois de incubadas e

lavadas como descrito acima, as laminas foram montadas em solugé&o de
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glicerol a 50% em PBS (pH 8,0), e examinadas com aumento de 400x usando
microscopio de fluorescéncia. Para contagem de oocistos, cerca de 20 campos

microscopicos foram avaliados.

3.5. EXAME HISTOLOGICO

Apos sacrificio por deslocamento cervical, amostras de tecido do figado,
pulmao, vesicula biliar, estbmago, duodeno, jejuno, ileo, célon e ceco foram
coletadas, fixadas em formol a 10%, embebidas em parafina, e posteriormente
seccionadas e coradas por hematoxilina-eosina. Como o Cryptosporidium
parvum coloniza preferencialmente a porgéo terminal do ileo de camundongos
(Ernest e cols., 1986), este fragmento foi retirado a trés centimetros da valvula
ileo-cecal. As secgdes coradas foram examinadas para localizagdo de

Cryptosporidium por microscopia éptica em um aumento de 400x.

3.6. DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE ANTICORPOS ANTI-Cryptosporidium
EM CAMUNDONGOS INOCULADOS COM OOCISTOS OU IMUNIZADOS

COM ANTIGENO

Apéds sangria pelo plexo retro-orbital, os soros dos animais foram
separados e congelados a -20° C até o momento do teste. As concentragdes
séricas de IgG e IgM anti-Cryptosporidium foram avaliadas através de ELISA.
Os pogos de placas com fundo em U (Immulon I, Dynatech Laboratories,
Chantilly, VA, EUA) foram sensibilizados a 4° C por 16 horas com 100 ul de

soluga@o de antigenos de Cryptosporidium (preparada como descrito na segao
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3.8) a 10 ug.mi”" em tampéo bicarbonato a 0,05 M (pH 9,6). As placas foram
utilizadas imediatamente ou estocadas a -20° C. Antes do uso, a solugéo
antigénica foi aspirada e substituida por uma solugdo de PBS, contendo
caseina a 1%. Apos uma hora de incubagéo a 37° C, as placas foram lavadas
trés vezes com tampao de lavagem (PBS contendo caseina 0,5% e Tween-20
a 0,05%) e as amostras de soros, diluidas 1/100 em PBS contendo caseina a
0,5%, foram aplicadas aos pogos em triplicata. Esta diluigdo permitiu que os
resultados n&o ultrapassassem os limites de intervalo no qual o ELISA é
quantitativo. Depois de uma hora a 37° C, as placas foram lavadas e
anticorpos anti-lgG ou anti-igM de camundongo, conjugados a peroxidase
(Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, EUA), foram adicionados
diluidos a 1/500 em PBS contendo caseina a 0,5%. As placas foram
novamente incubadas e posteriormente lavadas como descrito acima, antes de
ser aplicado o sistema revelador. O sistema TMB-peroxidase (Kirkegard and
Perry Laboratories, Gaithersburg, MD, EUA) foi utilizado de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Cem microlitros de uma mistura 1:1 de
tetrametilbenzidina e perdxido de hidrogénio a 30% foram adicionados a cada
pogo e a reacao bloqueada rapidamente com H»>SO4 a 2,5 N. As leituras foram
realizadas em comprimento de onda de 450 nm utilizando-se um
fotocolorimetro para microplacas (Titertek Multiskan; Flow Laboratories,
MclLean, VA, EUA). Para a padronizag&o do ensaio foram utilizados seis soros
de camundongos BALB/c adultos infectados durante o periodo neonatal e/ou
de camundongos imunizados com antigeno de Cryptosporidium, e cinco soros
de camundongos livres de infecgdo, determinado pelo exame de fezes e

histoldgico, e sem histéria de exposigdo prévia.
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3.7. ANALISE ESTATISTICA E GENETICA

A significancia estatistica das diferengas na produgéo de anticorpos
pelos grupos de camundongos foi avaliada através do teste ndo paramétrico
de Wilcoxon (Wilcoxon’s rank-sum test; Ott, 1988).

A analise genética é baseada nas medidas dos niveis de anticorpos nas
varias populagdes experimentais de camundongos. A resposta a selecao (R)
a diferenca interlinhagem na média destes niveis em geragdes consecutivas. A
resposta total (RT) a selecéao é a separagdo maxima interlinhagem no limite de
selecdo, ou seja, RT=xH-xL. Em hibridos F; (H x L) cada locus é
heterozigoto. Na auséncia de dominancia, o efeito aditivo total (a) de todos os

xH - xL
.

loci das linhagens parentais homozigotas é: a =

A dominancia de caracteres poligénicos resulta da interagédo de efeitos
de dominancia desconhecidos ao nivel de cada locus heterozigoto nos

camundongos hibridos F,, portanto € denominado de dominancia global, sendo

" : g — DH +;L—| ;
calculada através da seguinte férmula: d :XFI—L J A propor¢édo do

efeito da dominancia global em relagéo ao efeito aditivo € medida pela razao
d/a.

Os calculos dos parametros imunogenéticos indicados acima sao
baseados em modelos tedricos simplificados. A interpretacdo detalhada é

discutida em Falconer (1960) e Cavalli-Sforza e Bodmer (1971).
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3.8. PREPARACAOQ DO ANTIGENO

Oocistos purificados através de solugédo de Percoll foram lavados trés
vezes com PBS estéril centrifugando-se a 1500 g por 10 minutos. Os ocistos
foram entdo ressuspensos em aproximadamente 5 mi de PBS e quebrados,
mergulhados em banho de gelo, utilizando sonicador Branson (Branson Sonic
Power Co., Danbury, CT, EUA), a intervalos de 30 segundos, até serem
totaimente rompidos. A concentragdo proteica foi medida utilizando-se o
microensaio para proteinas BCA (Microtiter Plate BCA Assay; Pierce
Chemicals, Rockford, IL, EUA) e as aliquotas foram congeladas a -20° C até o
uso. Os antigenos obtidos desta forma foram utilizados para a imunizagéo de
animais e o ELISA. Quando destinada a estimulos /7 vitro, a preparagéo
antigénica era centrifugada a 1500 g por 10 minutos para eliminagdo de
particulas e o sobrenadante era dialisado por 16 horas a 4° C contra 3 litros de
PBS estéril. A solugdo antigénica era entao esterilizada através de filtragdo em
membrana com poros de 0,22 um (Millipore Corp., New Bedford, Mass., EUA)
e o conteudo proteico era medido novamente para avaliar as perdas durante a
filtragdo. Geralmente, no final do processo, a quantidade de antigeno obtida

era em torno de 1,5-2,0 mg quando se sonicava cerca de 5x10°-7x10° oocistos.
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3.9. ESTABELECIMENTO DE LINHAGEM DE LINFOCITOS T ESPECIFICOS

PARA Cryptosporidium

3.9.1. Imunizagao dos animais

Duas técnicas diferentes de imunizagao foram utilizadas na tentativa de
se obter linfocitos T respondedores in vitro a antigenos de Cryptosporidium.
Grupos de cinco camundongos foram injetados subcutaneamente nas patas
traseiras com cerca de 40 ug de antigeno dissolvido em PBS e emulsionado
em adjuvante completo de Freund, ou injetados intraperitoneaimente com a
mesma quantidade de antigeno dissolvido em PBS. Os grupos controle
receberam PBS com adjuvante ou apenas PBS, respectivamente. Apds oito a
dez dias os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os
linfonodos popliteos (imunizagdo subcutdnea) ou bago (imunizagéo

intraperitoneal) foram coletados.

3.9.2. Preparo da suspensao celular

Apo6s removidos, os o6rgdos foram colocados em placas de Petri
estéreis, contendo 2 ml de RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY,
EUA) suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF; Hyclone Laboratories,
Logan, UT, EUA), cortados em pedagos pequenos e homogeinizados atraves
de movimentos circulares contra tela de metal com poro de 200 um de
didmetro, usando um émbolo de seringa de 3 ml. Apds remogao do tecido

fibroso, a placa de Petri foi lavada com meio de cultivo e a suspensao celular



41

colocada em tubo de centrifuga. Depois de lavadas duas vezes por
centrifugagdo a 200 g por 10 minutos com RPMI contendo 5% de SFB, as
células foram contadas e ressuspensas para 1,5x10°ml". Para células de
baco, mais uma etapa foi realizada: a lise de eritrocitos como descrita na

secado 3.9.4.

3.9.3. Deplegéao de células B

Para a remogdo de células B da suspens&o celular foi empregada a
técnica de adsorgdo a anticorpos anti-imunoglobulina utilizando-se placas de
Petri (100 mm de diametro) recobertas com anticorpos anti-imunoglobulina de
camundongo (anticorpos policlonais anti-IgG, -IgA e -IgM de camundongo,
produzidos em cabra, purificados por cromatografia de afinidade; Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, EUA). Primeiramente, as placas foram
incubadas por 16 horas a 4° C com 5 ml de solugdo de anticorpos anti-
imunoglobulina de camundongo a 50 pug.mi”. Apds este periodo, a solucéo foi
aspirada e as placas foram lavadas duas vezes com PBS. Uma solugdo de
PBS com SBF a 10% foi adicionada as placas, incubando-se por duas horas a
temperatura ambiente. A solugdo foi entdo substituida pela suspensao celular
na concentragdo de 1,5x10° células por ml em 7 ml de meio de cultivo por
placa, incubando-se por 45 minutos a 37° C em estufa com 5% de CO5. O
sobrenadante foi removido gentilmente e as células lavadas em RPMI por 10
minutos a 200 g, contadas em camara de Neubauer e ressuspensas para

3x10°.mI"* em RPMI com 0,5% de soro de camundongo normal.
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O ensaio de imunofluorescéncia indireta foi utilizado para avaliar a
eficacia da deplecgao de linfocitos B. Resumidamente, cerca de 3-5x10° células
em RPMI contendo 0,1% de BSA e 20 mM de NaNj; foram incubadas durante
30 minutos, a 4° C, com 50 ug.mi” de anticorpo de cabra anti-imunoglobulina
total de camundongo (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, EUA). As
células foram entdo lavadas em RPMI por centrifugagéo (200g a 4° C, durante
10 minutos), e incubadas com anticorpo de coelho anti-lgG de cabra
conjugado & fluoresceina, diluido a 1/20. Depois de incubadas e lavadas como
descrito acima, as células foram ressuspensas em PBS-glicerol, pH 8,4 e
examinadas sob luz UV para contagem do numero de linfocitos fluorescentes,
e sob luz visivel, para contagem dos linfocitos totais. A avaliagdo da deplegéo
de linfocitos B, através deste método, demonstrou uma redugéo para 5% ou

menos, do numero de células Ig* na suspenséo celular.

3.9.4. Preparo das células apresentadoras de antigeno

Como fonte das células apresentadoras de antigeno (CAAg),
necessarias ao cultivo de linfécitos T especificos, foram utilizadas células
esplénicas de camundongos normais. Apds remogdo do bago e
homogeinizagao do tecido, a suspensao celular foi diluida em tampao para lise
de eritrocitos ACK (0,15 M NH4Cl/ 0,01 M KHCO3/ 0,01 M NasEDTA em agua
destilada) usando aproximadamente 4 mi de tamp&o por bago. A suspenséo foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente com agitagdo ocasional,
sendo as células depois lavadas duas vezes em RPMI por centrifugagéo

durante 10 minutos a 200 g. As células foram entdo ressuspensas na
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concentragao de 5x107.mI" em PBS, sendo entdo adicionados 100 ul de uma
solugdo estoque a 0,5 mg.ml” de mitomicina C (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri, EUA) por ml de solugdo. A mitomicina € um agente bloqueador da
sintese de DNA bastante utilizado no preparo de células apresentadoras de
antigeno, visando impedir a proliferacdo das mesmas durante ensaios
blastogénicos ou em culturas de linhagens ou clones de linfocitos T. O tubo foi
envolvido em papel aluminio devido a fotossensibilidade da mitomicina, e
incubado por 20 minutos a 37° C. Apds incubagéo, as células foram lavadas
trés vezes em RPMI contendo 5% de SBF por centrifugagéo a 200 g por 10
minutos e finalmente ressuspensas a concentragao final de 5x10° .ml" em

meio de culitivo.

3.9.5. Ensaio linfoproliferativo

Com os objetivos de se estabelecer a dose 6tima de antigeno, e
posteriormente, de checar a especificidade das células a antigenos de
Cryptosporidium, as células de linfonodo imune foram testadas em ensaios
blastogénicos na presenca de CAAg, utilizando-se concentragdes diferentes
(2.5, 5, 10 pg.ml™") do mitégeno concanavalina A (Con A; Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, EUA) em culturas de 3 dias, e de antigeno (2.5, 5, 10, 20 e
40 ug.ml") em culturas de 5 dias, em um volume final de 200 pl de RPMI
contendo 0,5% de soro de camundongo normal, 1% de solugdo 100 vezes
concentrada de aminoacidos ndo essenciais, 2 mM de L-glutamina (Gibco
Laboratories, Grand Island, NY, EUA), 10 mM de HEPES (Whittaker MA

Bioproducts, Walkersville, MD, EUA), 50 uM de 2-mercaptoetanol (Sigma
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Chemical Co, St. Louis, Missouri, EUA), 100 U.m!" de penicilina, 100 ng.mi” de
estreptomicina e 10 ug.ml” de gentamicina (RPMI suplementado), a 37° C e a
5% de COo. Apos esses periodos, as células foram pulsadas com 1 uCi de
timidina tritiada (Amersham Corp., Arlington Heights, IL, EUA) por 18 horas. As
células foram coletadas em filtros de vidro usando um coletor de células semi-
automatico, e a radioatividade medida em cpm em contador 3. Os dados foram
computados em IE (indice de estimulagéo), dividindo-se a média aritmética das
cpm das culturas estimuladas com mitégeno ou antigeno pela média aritmética
das cpm das culturas controle, isto é, que foram incubadas na auséncia de

mitégeno ou antigeno.

3.9.6. Obtencao de TCGF (fator de crescimento de linfocitos T)

Como fonte de interieucina-2 (IL-2) para cultivo das células T, foi
utilizado sobrenadante de cultura de células esplénicas de camundongo
ativadas com Con A. Sumariamente, apds o preparo da suspensao celular,
5x10° células esplénicas por ml, em RPMI suplementado onde o soro de
camundongongo foi substituido por SBF a 10% (RPMI-SBF), foram
estimuladas com 5 ug.ml”’ de Con A e incubadas por 48 horas a 37° C em
estufa com CO2 a 5%. Depois de centrifugar a 200 g por 10 minutos, o
sobrenadante foi coletado, acrescido de 50 mM de a-metil-manosideo para
inativagdo de quaisquer residuos de mitdégeno, e esterilizado através de filtro
Millipore com poro de 0,22 um de didmetro. As aliquotas foram estocadas a

-20° C.
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3.9.7. Cultivo de células T imunes

Trés milhdes de células de linfonodo depletadas de linfocitos B foram
cultivadas na presenga de 5x10° CAAg e 10 pg.ml' de antigeno de
Cryptosporidium em um volume total de 2 ml de RPMI suplementado por pogo
em placa de 24 pogos. A suspenséo celular foi incubada por 8 dias em estufa
com CO2 a 5%, a 37° C. Ao final da incubagéo, as células foram coletadas,
fracionadas através de Histopaque (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri,
EUA) para eliminagdo de células mortas, e novamente plaqueadas na
concentragéo de 3x106 por pogo juntamente com 5x10° CAAg e 10 ug.ml” de
antigeno em um volume de 2 ml em RPMI-SBF suplementado. As culturas

foram entédo incubadas por 8 dias a 37° C e a 5% de CO».

3.9.8. Diluigao limitante

A técnica de diluicdo limitante (Mishell e Shiigi, 1980) foi utilizada para
estabelecimento de linhagens e clones de linfécitos T especificos para
Cryptosporidium. Apos incubagéo por oito dias na presenga de antigeno, CAAg
em RPMI-SBF, descrita na seg¢do anterior, os linfécitos T foram novamente
purificados em Histopaque e plagqueados na concentragdo de 300, 30, 3 e 0,3
células por pogo em RPMI-SBF, em placa de 96 pogos, juntamente com 10 pug
de antigeno, 1x10° CAAg e TCGF a 10%. As células foram incubadas por 14-
20 dias a 37° C em estufa de COp e pogos positivos para células em
crescimento foram selecionados utilizando-se microscopio invertido para

visualizagdo de col6nias celulares. Apds trés a cinco dias, essas colbnias
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foram ressuspensas e transferidas para dois novos pogos com acréscimo de
CAAg juntamente com antigeno ou apenas CAAg em meio de cultura. Celulas
T especificas para Cryptosporidium foram selecionadas dos pogos onde so

houve crescimento na presenga de antigeno.
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4. RESULTADOS

41.  AVALIAGAO DE MODELO  EXPERIMENTAL PARA A

CRIPTOSPORIDIOSE

4.1.1. Camundongos imunossuprimidos com dexametasona

Independente da via de administragdo (intraperitoneal ou oral), a
infeccdo foi estabelecida em todos os camundongos C57BL/6 tratados com
dexametasona. Os camundongos tratados com dexametasona por via oral
excretaram poucos oocistos por no maximo 32 dias (Figura 1). Apds esse
periodo, os animais continuaram a ser acompanhados quanto a eliminacdo de
oocistos nas fezes, durante 60 dias para se certificar do término da infecgao
(dados ndao mostrados). Os camundongos tratados com dexametasona por via
intraperitoneal excretaram quantidades maiores de oocistos nas fezes durante
todo o experimento (62 dias), com picos de eliminagéo a cada cinco a sete
dias (Figura 2). Nos dois grupos a excregdo de oocistos teve inicio em torno do
terceiro dia apds inoculagdo. Os camundongos que receberam dexametasona
por via oral mostraram médias inferiores a um oocisto por campo e 0s animais
injetados com dexametasona por via intraperitoneal mostraram intensidade de
eliminacdo de oocistos variavel, aumentando gradativamente com o tempo de
infecgdo o numero de oocistos nas fezes, chegando ao maximo de 32 oocistos
por campo apos 44 dias. Os dados obtidos nestes dois grupos estédo
representados na mesma escala na Figura 3. N&o foram observadas no

primeiro més anormalidades clinicas. Subsequentemente, ocorreram
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FIGURA 1 - Excregao de C. parvum em camundongos C57BL/6 tratados com
5ug de dexametasona por via oral (dex oral) ou com salina (controle). Os
camundongos foram tratados com a dro%a diariamente, durante 14 dias,
seguido da inoculagao intragastrica de 10° oocistos. Amostras fecais foram
analisadas através de imunofluorescéncia indireta, e a média do numero de
oocistos por campo foi avaliada examinando-se 20 campos microscopicos
(aumento de 400 x). As barras verticais representam o desvio padrdo da
média de trés a oito camundongos.
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FIGURA 2 - Excrec¢do de C. parvum em camundongos C57BL/6 tratados com
dexametasona por via intraperitoneal (dex ip) ou com salina (controle). Os
camundongos foram injetados com 125ug da droga por via intraperitoneal
diariamente, durante 14 dias, seguido da inoculagédo intragastrica de 165
oocistos. Amostras fecais foram analisadas através de imunofluorescéncia
indireta, e a média do numero de oocistos por campo foi avaliada
examinando-se 20 campos microscopicos (aumento de 400 x). As barras
verticais representam o desvio padrdo de trés a oito camundongos. Note que
uma escala logaritmica foi utilizada nas ordenadas, devido a elevada
diferenca na intensidade de eliminagdo de oocistos observada entre os
grupos experimental e o controle.
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FIGURA 3 - Excrecdo de C.parvum em camundongos C57BL/6 tratados com
dexametasona por via intraperitoneal (dex ip) ou oral (dex oral). As
concentragbes da droga administradas e a avaliagao do numero de oocistos
eliminados nas fezes estdo detalhadas nas legendas das figuras 1 e 2. Note
que uma escala logaritmica foi utilizada nas ordenadas, devido a elevada
diferenga na intensidade de eliminagdo de oocistos observada entre os dois
grupos experimentais.
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desidratacéo, perda de peso, letargia e eliminagdo de fezes pastosas no grupo
recebendo dexametasona por via intraperitoneal. Dois camundongos morreram
aos 48 dias de infecgdo e os demais foram sacrificados no final do
experimento (62 dias).

Em todos o0s animais que receberam dexametasona por via
intraperitoneal pode ser observada colonizagéo do ileo pelo Cryptosporidium
em cortes de tecido corados pela HE. Além disso, o duodeno, o jejuno, o ceco
e o coblon também mostraram-se infectados, porém em menor grau de
intensidade (Tabela I). N&o foram observadas localizagdes extraintestinais
(estdmago, figado, vesicula biliar e pulm&o), com excegdo de um animal que
apresentou, no corte de estdmago, alguns parasitos na regido da valvula
pilérica. As superficies intestinais, intensamente colonizadas por
Cryptosporidium, mostraram diferentes estadios do parasito infectando as
vilosidades (Figura 4).

Camundongos dos grupos controles (animais recebendo salina por via
oral ou através de injegcdes intraperitoneais), e camundongos recebendo
dexametasona via oral, exibiram raros oocistos nas fezes (média de excrec¢édo
inferior a um parasito/campo em 10 a 20 campos observados) por no maximo
14 dias (Figuras 1 e 2), ndo havendo diferengas estatisticas entre estes trés
grupos, com excegado do valor no dia 5 pés-infeccdo do grupo recebendo
dexametasona por via oral, que foi significativamente mais alto do que o do
grupo controle (p<0,05; teste nao-parameétrico de Wilcoxon). O exame das
secgdes intestinais 16 dias apds inoculagé@o e no final do experimento, nédo

revelou colonizagao tecidual pelo Cryptosporidium nem nos grupos controle
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TABELA | - Intensidade de colonizagdo por C.parvum em amostras
intestinais de camundongos C57BL/6 tratados com dexametasona por via
intraperitoneal e inoculados com 10° oocistos®.

SECGOES ANIMAIS

1 2 3 4
duodeno +° - ¥ _
jejuno + - + +
ileo +++ +++ +++ +++
ceco ++ + + ot
colon + + s %

®Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina e analisados através de microscopia 6ptica em
um aumento de 400x.

®Intensidade da infecgao:

sem colonizagéo pelo parasito

poucos parasitos distribuidos focalmente (<10% de tecido colonizado)

numero moderado de parasitos (10 a 50% de tecido colonizado)

numero elevado de parasitos amplamente distribuidos (>50% de tecido colonizado)

+
++
+4++

it owonn
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FIGURA 4 - Corte de ileo de camundongo C57BL/6 imunossuprimido com
dexametasona por via intraperitoneal (125 pg/dia) e infectado com 10°
oocistos de C. parvum. As células epiteliais das criptas e das vilosidades
apresentam colonizagao pelo parasito (hematoxilina-eosina, aumento de
500 x). Estadios evolutivos do parasito estdo indicados por setas.
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nem nos camundongos recebendo dexametasona por via oral (Figura 5). Nao
foram observados sinais clinicos devido a criptosporidiose.

Os camundongos BALB/c tratados com dexametasona por via oral n&o
desenvolveram infecgdo apds a inoculagdo com oocistos de C. parvum. O
exame de fezes e o exame histolégico de secgbes de intestino foram negativos
durante todo o experimento. Metade dos animais recebendo dexametasona por
via intraperitoneal exibiram raros oocistos nas fezes (menos de um oocisto por
campo), cessando a eliminagdo dentro de duas semanas. O exame histolégico
de secgdbes intestinais, realizado no 14° dia ap6s inoculagdo, ndo demonstrou
colonizagao pelo parasito (dados ndo mostrados).

Os experimentos para avaliagéo da intensidade da infecgdo em animais
imunossuprimidos com dexametasona foram repetidos uma vez, apresentando
boa reprodutibilidade dos resultados e, sendo compativeis com os dados da

literatura.

4.1.2. Camundongos SCID

Embora tenham recebido o mesmo indculo (10° oocistos), os
camundongos SCID excretaram numeros inferiores de parasitos quando
comparados aos camundongos C57BL/6  imunossuprimidos com
dexametasona, tendo a excre¢do maxima sido de aproximadamente 5 oocistos
por campo durante toda a infecgdo. Além disso, uma excre¢ao significativa (=1
oocisto por campo) ocorreu tardiamente, cinquenta e seis dias apos
inoculagdo. A variabilidade no numero de oocistos eliminados em diferentes

periodos da infec¢do foi semelhante a dos camundongos C57BL/6
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FIGURA 5 - Corte de ileo de camundongo C57BL/6 n&o-imunossuprimido
(controle), apresentando comprimento e largura normal das vilosidades, sem
alteragdes nas criptas e sem colonizagédo pelo parasito (hematoxilina-eosina,
aumento de 500 x).
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imunossuprimidos com dexametasona, ocorrendo alternéncia de picos de
eliminacao de oocistos nas fezes (Figura 6). Os animais sacrificados sessenta
dias apoés infeccdo mostraram colonizagdo apenas no ileo, com maior
intensidade na porgao terminal. Os camundongos que demonstraram letargia,
perda de peso e sinais de desidratagao (fezes ressecadas) foram sacrificados
antes do final do experimento (106 dias). Nestes animais, e naqueles
sacrificados no final do experimento, a colonizagdo foi observada no duodeno,
jejuno, ileo, ceco e coélon, sendo mais intensa no ileo (Tabela ).

Embora as amostras teciduais nao tenham sido analisadas
sistematicamente como o estudo de excregao de oocistos nas fezes, de
maneira geral, tanto nos camundongos SCID quanto nos camundongos
C57BL/6 imunossuprimidos com dexametasona, a intensidade de colonizagéao
do ileo, e de outras por¢des intestinais, foi proporcional a eliminagdo de

parasitos nas fezes.

4.1.3 Camundongos bons (H) e maus(L) produtores de anticorpos

A pesquisa de Cryptosporidium nas fezes de camundongos H e L pelo
método de Kinyoun foi negativa durante todo o experimento (cerca de 30 dias).
O exame histoldgico de tecidos dos animais sacrificados também foi negativo e
nenhuma alteragéo clinica devido ao Cryptosporidium foi observada. A baixa
viabilidade dos oocistos utilizados foi descartada pelo fato destes infectarem

100% dos animais neonatos utilizados como controle do inéculo, conforme
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FIGURA 6 - Eliminagdo de oocistos nas fezes de camundongos SCID
inoculados com 10° oocistos de C. parvum. Amostras fecais foram analisadas
através de imunofiuorescéncia indireta e a média do numero de oocistos por
campo foi avaliada examinando-se 20 campos microscopicos (aumento de
400 x).



TABELA Il - Intensidade de colonizagdo por C.parvum em amostras
intestinais de camundongos SCID apés inoculagdo com 10° oocistos®.
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SECGOES ANIMAL

1 2 3 4
duodeno 2 + + -
jejuno + + + -
ileo ++ ++ ++ ++
ceco + + + +
colon - + + -

®Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina e analisados através de microscopia
optica em um aumento de 400x.

®Intensidade da infecgao:
= sem coloniza¢do pelo parasito

+ = poucos parasitos distribuidos focalmente (<10% de tecido colonizado)
++ = numero moderado de parasitos (10 a 50% de tecido colonizado)
+++ =

namero elevado de parasitos amplamente distribuidos (>50% de tecido
colonizado)
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determinado pela presenga de oocistos no conteudo intestinal destes animais

no oitavo dia apds infecgdo (Fig. 7).

4.1.4. Estudo da resposta imune humoral anti-Cryptosporidium em linhagens H

e L e em camundongos BALB/c e C57BL/6

Para estudar a resposta imune humoral ao Crypfosporidium em
camundongos selecionados para a boa e ma resposta de anticorpo, animais de
trés selegbes foram imunizados intraperitonealmente com lisado de C. parvum
associado ao hidréxido de aluminio, ou inoculados com oocistos vivos.

Os niveis de IgG anti-Cryptosporidium apds imunizagdo com antigenos
do protozoario foram significativamente (p<0,05; teste ndo paramétrico de
Wilcoxon) elevados em todas as linhagens boas-produtoras de anticorpos
(Figuras 8-10). Os niveis maximos foram observados nos camundongos Hya,
15 dias pés-imunizagédo, estando os niveis mais baixos 39 dias pds-imunizagao
(Figura 8). Nao ocorreram aumentos significativos dos niveis de anticorpos na
co-linhagem L., apesar de uma tendéncia ascendente da curva (Figura 8;
p<0,05 no 39° dia apés imunizagao; teste ndo paramétrico de Wilcoxon), nas
linhagens ma-respondedora Lgs (Figura 9), ma-respondedora Lgp € geracéo F;,
entre Hgp e Lgp (Figura 10). Anticorpos IgG anti-Cryptosporidium foram
produzidos por camundongos BALB/c e por camundongos C57BL/6,

apresentando niveis mais elevados pelos primeiros (Figura 11).
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FIGURA 7 - Esfregago de conteudo intestinal de camundongo BALB/c
neonato infectado com C. parvum. O camundongo foi inoculado com 10*
oocistos por via oral. Apés 8 dias o animal foi sacrificado e o contetdo
intestinal foi corado pelo método de Kinyoun. Oocistos podem ser vistos
como pequenos circulos vermelhos contra um fundo azulado de bactérias e
outros detritos (aumento de 400 x).
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FIGURA 8 - Avaliagédo da resposta de IgG anti-C. parvum em camundongos
H e L da selegcdo IVa através de ELISA, apés injegdo intraperitoneal com
40ug de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia 0
(p<0,05; teste ndo-paramétrico de Wilcoxon).
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FIGURA 9 - Avaliagdo da resposta de IgG anti-C. parvum em camundongos
H e L da selegdo GS atraves de ELISA, apds injegdo intraperitoneal com
40ug de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia O
(p<0,05; teste ndo-paramétrico de Wilcoxon).
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FIGURA 10 - Avaliagao da resposta de IgG anti-C. parvum em camundongos
H, L e F; da selegdo GP atraves de ELISA, apds injecéo intraperitoneal com
40ug de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia 0
(p<0,05; teste ndo-paramétrico de Wilcoxon).
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FIGURA 11 - Avaliagao da resposta de IgG anti-C. parvum em camundongos
BALB/c e C57BL/6 através de ELISA, apds injegao intraperitoneal com 40ug
de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagcdo aos valores observados no dia 5
(p<0,05; teste nao-paramétrico de Wilcoxon).
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Quanto a produgdo de IgM, foi observado um aumento dos niveis de
anticorpo na linhagem ma-produtora Ly, enquanto que a linhagem boa-
produtora Hy, mostrou niveis elevados antes da imunizagdo, sem ocorrer
alteragdo significativa dos mesmos (Figura 12). As co-linhagens Has € Las
mostraram uma produgdo tardia de IgM, apresentando aproximadamente o
triplo dos niveis de IgM anti-Cryptosporidium aos 39 dias pds-imunizagao,
comparados com aqueles obtidos no dia zero (Figura 13). Ja os camundongos
Hep mostraram um aumento rapido da resposta de IgM em relagéo aos soros
colhidos antes da injecdo de antigeno, porém sem apresentar alteragdes nos
titulos aos 11 dias pos-imunizagao (Figura 14). Nos camundongos Lge € 0s da
geracao F, entre Hgp € Lgp houve um aumento mais tardio e discreto, porém
estatisticamente significativo (p<0,05; teste ndo paramétrico de Wilcoxon), dos
niveis de anticorpo IgM (Figura 14). Niveis de IgM anti-Cryptosporidium foram
bastante elevados nos camundongos BALB/c (Figura 15). Os camundongos
C57BL/6 nao responderam com a produgdo de IgM anti-Cryptosporidium
(Figura 15).

As diferencas dos niveis de anticorpos anti-Cryptosporidium entre as
linhagens H e L, e entre os camundongos BALB/c e C57BL/6, estdo
sumarizadas na Tabela lll, juntamente com os indicadores de resposta a
selecdo e de dominancia. Exceto a selegcédo IVa, todos os camundongos das
linhagens H produziram niveis de IgG significativamente mais elevados
(p<0,05; teste ndo paramétrico de Wilcoxon) que as linhagens L (Tabela lil).
Em termos de IgM foram observadas diferengas estatisticamente significantes
(p<0,05; teste nao paramétrico de Wilcoxon) apenas entre linhagens H e L da

selecdo GP (Tabela Ill). As respostas de IgM e IgG anti-Cryptosporidium dos
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FIGURA 12 - Avaliagdo da resposta de IgM anti-C. parvurm em camundongos
H e L da selecdo IVa através de ELISA, apds injegéo intraperitoneal com
40ug de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia O
(p<0,05; teste ndao-paramétrico de Wilcoxon).
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FIGURA 13 - Avaliacéo da resposta de IgM anti-C. parvum em camundongos
H e L da selegdo GS através de ELISA, apds injecdo intraperitoneal com
40ug de antigeno. Nao houve variagdo estatisticamente significante dos
niveis de anticorpo quando comparados com os valores do dia 0.
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FIGURA 14 - Avaliacdo da resposta de IgM anti-C. parvum em camundongos
H, L e F; da selegao GP através de ELISA, apds injegao intraperitoneal com
40ug de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia O
(p<0,05; teste nao-parametrico de Wilcoxon).
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FIGURA 15 - Avaliagédo da resposta de IgM anti-C. parvum em camundongos
BALB/c e C57BL/6 através de ELISA, apods inje¢ao intraperitoneal com 40ug
de antigeno. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia 5
(p<0,05; teste nao-parameétrico de Wilcoxon).



TABELA 111 - Resposta de anticorpo IgM e IgG anti-Cryptosporidium em camundongos H e L das selegées GP, GS e 1Va; geraciao F1GP;
BALB/c e C57BL/6 imunizados com antigenos de Cryptosporidium parvum?

Niveis de anticorposd e indicadores de resposta a selegio e de dominancia

Selegdo ou Linhagem ou n¢

raca de geragioD IgM IgG
camundongos
MédiatDPe  pf a8 dh  d/al MédiatDP)  p a d d/a
GP H 5 0.86+0.53 031 -022 -0.71 1.131£0.35 054 -036 -0.67
L 3 0.24+0.07  <0.01 0.04+0.02  <0.01
Fi 4 0.33£0.08  <0.05 0.22+0.05  <0.05
GS H 4 0.17+0.10 0.05 0.42+0.15 0.37
L 4 0.16+0.05 0.05+0.02  <0.05
IVa H 3 0.59+0.36 0.37 0.71+0.38 0.35
L. 4 0.2240.11 0.3610.17
BALB/c 6 1.46+0.29 1.1140.38
CS57BL/6 4 0.34+0.12  <0.01 0.5840.17  <0.05

@ Camundongos foram imunizados com 40pug de antigenos de Cryptosporidium emulsionados em gel de hidroxido de aluminio. As sangrias foram realizadas antese 5, 11, 15 e
39 dias ap6s imunizagao.

b H, camundongos bons produtores de anticorpos; L, camundongos maus produtores de anticorpos; F1, hibridos resultantes do cruzamento H x L.

€ Numero de camundongos em cada grupo.

d Determinado através de ELISA utilizando anticorpos anti-IgM e anti-IgG de camundongo conjugados a peroxidase. Os valores obtidos antes da imunizagao foram subtraidos
dos valores apresentados na tabela.

€ Média dos resultados mais elevados, expressos em densidade Optica, obtidos de cada camundongo (do dia 5 ao dia 39 pos-imunizagao) e desvio padrao (DP).

f Significancia estatistica das diferengas das linhagens L e geragdo F1 em relagao as linhagens H, e dos camundongos C57BL/6 em relagao aos camundongos BALB/c,
determinada através do teste nao-paramétrico de Wilcoxon. Apenas valores estatisticamente significantes (p<0,05) foram anotados.

€ a=efeito aditivo da resposta a selegao.

h d=dominéncia global (se d=o, co-dominancia; se d=a, dominédncia completa H; se d= -a, dominéancia completa L).

! d/a=efeito da dominancia global (se d/a=o, co-dominéncia; se d/a=1, dominancia completa H; se d/a= -1, dominéncia completa L).

J Média dos resultados mais elevados, expressos em densidade Optica, obtidos de cada camundongo (do dia 11 ao dia 39 pos-imunizagao) e desvio padrao (DP).

0L
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camundongos F; hibridos (Hep X Lap) foram intermediarias entre as linhagens
Hep X Lep, porém mais préximas daquelas observadas nas linhagens mas-
produtoras de anticorpo (Tabela Ill). Camundongos BALB/c produziram niveis
significativamente mais elevados de anticorpos anti- Cryptosporidium que os
camundongos C57BL/6 (Tabela lil).

A resposta de IgG anti-Cryptosporidium em camundongos inoculados
com oocistos vivos foi muito baixa ou inexistente em todas as linhagens
estudadas (Figuras 16-18). Os camundongos bons respondedores de todas as
trés selegbes (GP, GS e IVa) apresentaram mesmo antes da inoculagéo, niveis
de anticorpos IgG significativamente mais altos do que os camundongos maus
respondedores (p<0,05 para todas as selegbes; teste n&o-paramétrico de
Wilcoxon). No entanto, a unica linhagem em que ocorreu um aumento
pequeno, mas estatisticamente significante dos niveis destes anticorpos apds
a inoculagao foi a L, (Figura 16).

Em termos de resposta de IgM, houve um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05; teste nao-paramétrico de Wilcoxon), de anticorpos anti-
Cryptosporidium, em amostras coletadas apds 15 dias, em todas as linhagens
boas-produtoras de anticorpos (Figuras 19-21). Niveis de anticorpos elevados
antes da inoculagdo de oocistos foram observados nas selegées Hy. (Figura
19), Has, Las (Figura 20) e Hgp (Figura 21). Houve uma tendéncia a haver uma
reducdo destes niveis nos primeiros dias de inoculagdo sendo que os niveis
estavam significativamente mais baixos no dia 6 pés-infecgdo na selegédo Lgs
(Figura 20) e na selecdo Hge (Figura 21). Os camundongos bons-
respondedores Hy., e Hgs, no entanto, tinham niveis de anticorpo

significativamente (p<0,05; teste ndo-paramétrico de Wilcoxon) mais altos que
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FIGURA 16 - Avaliagdo da resposta de IgG anti-C. parvum em camundongos
H e L da selegédo IVa através de ELISA, apds inoculagao intragastrica com
10° oocistos. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia 0
(p<0,05; teste nao-paramétrico de Wilcoxon).
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FIGURA 17 - Avaliagdo da resposta de IgG anti-C. parvurm em camundongos
H e L da selegdo GS através de ELISA, apds inoculagdo intragastrica com
10° oocistos. Ndo houve variagdo estatisticamente significante dos niveis de
anticorpo quando comparados com os valores do dia O.
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FIGURA 18 - Avaliacao da resposta de IgG anti-C. parvum em camundongos
H, L e F, da selecdo GP através de ELISA, apods inoculagdo intragastrica
com 10° oocistos. Ndo houve variagdo estatisticamente significante dos
niveis de anticorpo quando comparados com os valores do dia O.
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FIGURA 19 - Avaliagéo da resposta de IgM anti-C. parvum em camundongos
H e L da selegao IVa através de ELISA, apos inoculagdo intragastrica com
10° oocistos. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relacdo aos valores observados no dia 0
(p<0,05; teste nao-parametrico de Wilcoxon).



76

1.0
= H
S . L
2 o8}
(@]
F
£8
Q. .Q
= 06
5%
= 3
c
[10]
= D 0.4
55
O O
-cv
o 02+t
()]
>
P
0.0 | | |

0 5 10 15 20
Dias apds inoculacao

FIGURA 20 - Avaliagido da resposta de IgM anti-C. parvum em camundongos
H e L da selecdo GS através de ELISA, apés inoculagéo intragastrica com
10° oocistos. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia 0
(p<0,05; teste ndo-paramétrico de Wilcoxon).
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FIGURA 21 - Avaliagéo da resposta de IgM anti-C. parvum em camundongos
H, L e Fy da selecdo GP através de ELISA, apds inoculagéo intragastrica
com 10° oocistos. Os asteriscos ao lado dos simbolos indicam resultados
estatisticamente significantes em relagdo aos valores observados no dia O
(p<0,05; teste nao-parameétrico de Wilcoxon).
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as co-linhagens mas-respondedora Lya € Les no dia 18 apos a inoculagao
(Figuras 19-21), ndo havendo, no entanto, diferencas significativas entre as
co-linhagens boa-produtora Hge, ma produtora Lep € 0 grupo de camundongos

hibridos da geragao F entre essas duas ultimas linhagens (Figura 21).

4.2. ESTABELECIMENTO DE LINHAGEM DE LINFOCITOS T ESPECIFICOS

PARA Cryptosporidium E CLONAGEM

4.2.1. Resposta linfoproliferativa a antigenos de Cryptosporidium

Uma curva dose/resposta blastogénica foi realizada para se determinar
a concentragdo o6tima de antigeno para o estimulo de linfocitos T in vitro. Os
esplendcitos de camundongos imunizados por via intraperitoneal nao
proliferaram de forma significativa quando comparados aos esplendcitos de
camundongos normais, enquanto que as células de linfonodo de camundongos
imunizados subcutaneamente mostraram indices de estimulagdo cerca de
dezessete vezes maior do que as culturas controle (células de linfonodo de
camundongos ndo imunizados). Os resultados sao apresentados na Figura 22.
Os esplendcitos dos animais imunizados, apesar de nao proliferarem ou
proliferarem muito pouco quando estimulados com antigeno, responderam ao
estimulo de Con A (Figura 23), demonstrando serem capazes de proliferarem
in vitro. Devido a esses resultados, escolheu-se o uso da imunizagao
subcutanea para a obtencdo de linfécitos T especificos para Cryptosporidium

dos linfonodos dos animais imunizados.
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FIGURA 22 - Resposta linfoproliferativa a antigenos de Cryptosporidium por células de
bago ou linfonodo de camundongos imunizados por via intraperitoneal ou subcutanea,
respectivamente, com oocistos sonicados, ou de camundongos controle n&o
imunizados. Os valores mostrados nas ordenadas correspondem a razéo entre a média
aritmética das cpm das culturas estimuladas com antigeno e a média aritmética das cpm
das culturas ndo estimuladas (indice de estimulagdo) em triplicatas. A variagdo das
triplicatas ndo excedeu a 9% da média.
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FIGURA 23 - Resposta linfoproliferativa ao mitégeno concanavalina A (Con A) por
células de bago ou de linfonodo de camundongos imunizados por via intraperitoneal ou
subcutanea, respectivamente, com antigenos de Cryptosporidium, ou de camundongos
controle ndo imunizados. Os valores mostrados nas ordenadas correspondem a raz&o
entre a média aritmética das cpm das culturas estimuladas com mitégeno e a média
aritmética das cpm das culturas nao estimuladas (indice de estimulagéo) em triplicatas.
A variagao das triplicatas ndo excedeu a 9% da média.
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Novos experimentos foram realizados usando células de linfonodo
totais, e células de linfonodo depletadas de linfocitos B, estimuladas com
concentragdes crescentes de antigeno (10, 20 e 40 ug.mi™). Os indices de
estimulacdo de células de linfonodos totais de animais imunizados, embora
inferiores aos atingidos no experimento anterior, mostraram aumentos
estatisticamente significativos ( p<0,05; teste de analise de variancia, ANOVA)
proporcionais as quantidades de antigeno adicionadas (Figura 24). Quando as
células de linfonodo foram depletadas de linfocitos B, ocorreu o fendbmeno
inverso. A menor concentragao de antigeno utilizada (10 ng.ml”") levou a maior
proliferagéo celular que as outras concentragdes, se bem que as diferengas
néao foram marcantes, apresentando significancia estatistica (p<0,05; teste de
andlise de variancia, ANOVA ) na redugao da resposta somente quando
elevou-se quatro vezes a quantidade de antigeno (Figura 24). As diferengas
entre as respostas proliferativas de células totais de linfonodo e células de
linffonodo depletadas de linfécitos B, provenientes de camundongos
imunizados, foram estatisticamente significativas, sendo mais intensas quando
se utilizou concentragdes menores de antigeno (10 e 20 upg.mi') de
Cryptosporidium (p<0,01; teste de analise de variancia, ANOVA ).

Para se certificar da eficiéncia do bloqueio da proliferagdo das CAAg
pela mitomicina C, e portanto da falta de influéncia destas nos resultados da
incorporagdo da timidina das diferentes populagées celulares utilizadas no
experimento, pogos controle contendo apenas CAAg foram avaliados. Nao

ocorreu proliferagéo nestes pogos (Figura 24).
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FIGURA 24 - Resposta linfoproliferativa a antigenos de Cryptosporidium por células de
linfonodo totais ou depletadas de células B de camundongos imunizados ou ndo com
oocistos sonicados. Os valores mostrados nas ordenadas correspondem a razédo entre a
média aritmética das cpm das culturas estimuladas com antigeno e a média aritmética
das cpm das culturas ndo estimuladas (indice de estimulagéo) em triplicatas. A variagéo
das triplicatas ndo excedeu a 9% da média.
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422 Obtencdo de clones de células T respondedoras a antigenos de

Cryptosporidium

Quando linfocitos de linfonodo de animais imunizados, depletados de
linfécitos B, foram incubados por 14-20 dias na presenc¢a de antigeno, CAAg e
TCGF, pogos positivos (contendo linfoblastos) foram identificados ao exame
por microscopia de fase invertida. O numero de coldnias de blastos variou de
uma por pogo (em pogos onde foram adicionadas apenas 0,3 e 3 linfocitos) até
no maximo oito por pogo (em pogos onde foram adicionados 30 ou 300
linfécitos). O numero de pogos com crescimento celular e o de pogos contendo
células T respondedoras a antigenos de Cryptosporidium (clones especificos)
sdo mostrados na Tabela IV. Cerca de 30 a 40% dos pogos positivos
continham linfoblastos especificos para antigenos do parasito, perfazendo um
total de 22 pogos com clones respondedores ao Cryptosporidium. Destes
clones, quatro estavam crescendo isoladamente em pogos individuais. As
células de pogos contendo mais de uma colénia foram expandidos e

criopreservados em nitrogénio liquido para posterior sub-clonagem.
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TABELA IV - Estabelecimento de clones de linfécitos T especificos para
antigenos de Cryptosporidium através de diluigao limitante

n° de células T/ n° de pogos n° de pogos n° de pogos com
pogod examinados positivosP clones especificos®
300 96 35 13
30 96 12 5
3 96 § 3
0,3 96 3 1

aCélulas de linfonodo de camundongos imunizados por via subcutdnea com 40ug de antigeno de
Cryptosporidium, foram depletadas de células B e cultivadas em RPMI contendo 0,5% de soro normal
de camundongo, na presenga de células apresentadoras de antigeno (CAAgQ) e antigenos de
Cryptosporidium. Apos 8 dias, as células foram purificadas e recultivadas em RPM! contendo 10% de
soro bovino fetal por mais 8 dias. As células foram entdo adicionadas a placas de 96 pogos nas
concentragdes citadas acima, na presenga de CAAg, uma fonte de IL-2 e antigenos de Cryptosporidium,
e cultivadas por 14-20 dias. Pogos positivos foram selecionados utilizando microscépio invertido.

PNumero de pocos em que foi observado crescimento de células.

CNumero de pogos em que as células s6 cresceram na presenca de antigeno de Cryptosporidium.



85

5. DISCUSSAO

Uma das finalidades deste trabalho foi a de se implantar no laboratério
um modelo experimental murino para a criptosporidiose utilizando animais
adultos, imunossuprimidos ou ndo, a fim de esclarecer alguns aspectos da
dindmica da infecgéo, tais como a intensidade de colonizagdo e de eliminagéo
de parasitos, e os sinais da doenga. Além disso, objetivando utilizar o modelo
na avaliagdo futura do papel protetor de células T atraves da tranferéncia
passiva de imunidade utilizando clones de linfécitos T especificos para
Cryptosporidium.

Estudos anteriores demonstraram que roedores neonatos
(camundongos, ratos, cobaios e hamsters) desenvolvem infecgdes intestinais
intensas apds inoculagao com 10° oocistos ou mais (Current e cols., 1983;
Current, 1986, Current e Reese, 1986). Todavia, animais imunocompetentes
com mais de quatro semanas de idade s&o dificeis de serem infectados, com
encontro de raros parasitos, ou até a auséncia destes na mucosa intestinal,
apos inoculagdo com oocistos (Reese e cols., 1982; Sherwood e cols., 1982).
Varios estudos foram realizados tentando esclarecer a diferenca de
susceptibilidade entre o camundongo adulto e o camundongo neonato, como
por exemplo, procurando atribui-la a diferengas no sistema imune ou na
fisiologia e microflora intestinal (Harp e cols., 1988; Sherwood e cols., 1982;
Heine e cols., 1984; Klesius e cols., 1986). Evidéncias sugerem que os
mecanismos de resisténcia a primo-infeccdo ao C. parvum, e os de
recuperagao de infecgbes ja estabelecidas, sdo diferentes (Current e Bick,

1989). A recuperacdo do camundongo adulto parece requerer imunidade
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mediada por linfécitos T (Heine e cols., 1984; Ungar e cols., 1990a), enquanto
a resisténcia inata pode ser dependente de fatores fisiolégicos, como por
exemplo o tipo de microflora intestinal. Além disso, camundongos adultos
“germfree” s&o mais susceptiveis a infeccdo por C. parvum que 0s
camundongos adultos normais, sugerindo que a microflora intestinal pode
estar envolvida na resisténcia a este parasito (Harp e cols., 1988). O estado
imaturo do intestino dos camundongos neonatos pode render 0s animais
susceptiveis a infecgdo, independentemente de fatores imunoldgicos.

Apesar da falta de conhecimento preciso das causas de
susceptibilidade do camundongo neonato ao Cryptosporidium, a infec¢do
deste camundongo constitui-se no modelo animal mais utilizado em pesquisas
sobre o C. parvum (Arrowood e cols., 1989; Ernest e cols., 1986; Moon e cols.
1988; Sherwood e cols., 1982). Infelizmente, o tamanho extremamente
pequeno, o dificil manuseio e o curto periodo de infeccdo (duas a trés
semanas) constituem desvantagens deste modelo. A ocorréncia de infecgdes
graves em individuos com imunodeficiéncias, como por exemplo pacientes com
AIDS, torna necessario o desenvolvimento de modelos animais adultos para a
criptosporidiose crénica que mais se assemelhe ao quadro visto nestes
pacientes.

Os horménios glucocorticoides sao anti-inflamatérios potentes e
agentes imunossupressores, sendo bastante utilizados na modulagdo de
reagbes de rejeicdo de transplantes. Alguns dos mecanismos responsaveis
pela acdo imunossupressora da dexametasona incluem: a) inibicdo do RNA
mensageiro para IFN-y e TCGF (Arya e cols.,, 1984); b) diminuicdo da

transcricdo de genes la (Fertsch-Ruggio e cols., 1988); c) redugcdo da
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expressao de antigenos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
classe | (Doeberitz e cols., 1990); d) inibicdo da producdo de IL-2 a nivel
transcricional (Vacca e cols., 1990); e e) redugdo do numero de mastocitos
intestinais (Novak e cols., 1990).

A ciclofosfamida e os corticosterdides séo as drogas mais associadas
com o desenvolvimento da criptosporidiose em pacientes iatrogenicamente
imunossuprimidos (Miller e cols., 1983; Mead e cols., 1986; Holley e Thiers,
1986). Devido a alta toxicidade da ciclofosfamida para os roedores (Anton,
1987), a dexametasona tem sido utilizada na imunossupressao de ratos para
estudos da criptosporidiose cronica e efeito de drogas terapéuticas (Regh e
cols.,, 1988; Regh, 1991; Rasmussen e cols., 1991). Um desses estudos
mostrou que ocorre redugao in vitro da resposta blastogénica a mitégenos
pelas células T (Con A) e B (LPS), da atividade citolitica das células NK e da
produgdo de anticorpos IgG nos animais tratados com dexametasona
(Rasmussen e cols., 1991).

A tentativa inicial de se estabelecer um modelo murino de
criptosporidiose crénica utilizando camundongos BALB/c tratados com
dexametasona por via oral ou intraperitoneal ndo produziu os resultados
desejados. Somente alguns animais que receberam a droga por via
intraperitoneal desenvolveram infecgdo, embora com excrecdo fugaz e de
raros parasitos, apoés a inoculagdo com oocistos de C. parvum. Como
demonstrado previamente (Rasmussen e Healey, 1992), camundongos
C57BL/6 tratados com o glucocorticéide sdo mais susceptiveis ao C. parvum.
Assim, camundongos desta linhagem foram tratados por via oral ou

intraperitoneal com dexametasona, sendo as dosagens escolhidas de acordo
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com trabalhos anteriores utilizando ratos (Regh e cols., 1988; Rasmussen e
cols., 1991). Apesar de terem sido utilizadas duas linhagens de camundongos
previamente testadas (Rasmussen e Healey, 1992), a dosagem oral diaria de
dexametasona foi administrada de uma unica vez, através de agulha de
gavagem, na tentativa de evitar variagées nos resultados quando a droga é
administrada ad /ibitum. Além disso, os modelos foram avaliados através de um
acompanhamento mais sistematico, determinando-se a excreg¢ao de oocistos a
cada dois dias e até a morte dos animais ou resolugdo completa da infecgdo.
Este acompanhamento permitiu uma melhor analise da variagado do numero de
oocistos excretados e da duragdo da infec¢do em camundongos tratados com
dexametasona, dados relevantes para testes com drogas terapéuticas na
criptosporidiose.

As dosagens orais, ja testadas em ratos, tornaram os camundongos
susceptiveis a infecgcdo. No entanto, o quadro infeccioso foi breve,
assintomatico, com eliminagdo de raros parasitos nas fezes e colonizacéo
tecidual limitada ao ileo. O tratamento intraperitoneal com dexametasona,
entretanto, levou ao estabelecimento de criptosporidiose crénica, com
colonizagdo de toda a mucosa intestinal e excregdo de oocistos até a morte
dos animais. As vantagens deste modelo incluem o baixo custo quando
comparado com outros modelos de imunossupressdao ou animais
geneticamente imunodeficientes, e o fato de utilizar camundongos adultos.
Este modelo entretanto, limita-se a camundongos C57BL/6, ndo podendo ser
utilizado com outros camundongos imunossuprimidos com dexametasona,
como testado anteriormente com BALB/c (Rasmussen e Healey, 1992; esta

tese), DBA/2, CBA e C3H/HeN (Rasmussen e Healey, 1992).



89

A avaliagdo da resposta de anticorpo ao Cryptosporidium em
camundongos C57BL/6 e BALB/c normais imunizados com antigenos do
parasito (esta tese), demonstrou niveis significativamente menores nos
primeiros, 0 que pode sugerir que em camundongos com a resposta imune
comprometida pela presenga de glucocorticoides em altas concentragdes, uma
resposta humoral favorega o controle da infecg&o.

As dosagens orais de dexametasona foram utilizadas por serem menos
traumaticas, além de se evitar possiveis contaminagbes no local de injegao.
Entretanto, apenas a administragéo por via intraperitoneal produziu um quadro
cronico de criptosporidiose apds a inoculagdo com oocistos vivos. As
diferengas observadas devem-se provavelmente a administracdo de doses
intraperitoneais do imunossupressor cerca de 25 vezes maiores que as orais,
uma vez que doses superiores destas ultimas ndo podem ser utilizadas devido
ao efeito toxico que exercem sobre a mucosa gastrointestinal, levando a
indices elevados de mortalidade (Regh e cols., 1988; Rasmussen e Healey,
1992).

Um achado interessante € que embora tenha-se demonstrado a
resisténcia do camundongo adulto normal ao C. parvum em varios trabalhos
(Reese e cols., 1982; Sherwood e cols.,1982), inclusive os da raga C57BL/6
(Enriquez e Sterling, 1991), os animais do grupo controle (camundongos
recebendo salina via oral ou intraperitoneal) apresentaram oocistos nas fezes,
apesar de raros, por aproximadamente duas semanas. E possivel que o
estresse causado pela manipulagao diaria dos animais tenha desempenhado
um papel no desenvolvimento dessa infecgdo. Esses dados confirmam aqueles

encontrados por Rasmussen e cols. (1992), que demonstraram eliminagio de
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raros parasitos nas fezes de animais controle recebendo salina por via
intraperitoneal, porém nao no grupo controle recebendo agua ad /ibitum livre
de dexametasona.

Camundongos com imunodeficiéncia combinada grave (camundongos
SCID) ndo possuem células T ou B funcionais, porém apresentam numeros
normais de eritrécitos e mieldcitos, e populagdo de células NK normal ou
aumentada (Bosma, 1989). Estes camundongos, embora tenham desenvolvido
criptosporidiose crénica, tiveram o padrao de infecgdo bastante diferente do
apresentado pelos camundongos imunossuprimidos com glucocorticoide. A
eliminagdo de oocistos ocorreu tardiamente, aproximadamente na quarta
semana apos inoculagado, intensificando-se gradativamente até o final do
experimento. A colonizagao tecidual foi observada principalmente no ileo e em
alguns animais também no duodeno, jejuno, ceco e colon. O envolvimento da
vesicula biliar e dos ductos biliares foi observado em camundongos SCID
infectados no periodo neonatal (Mead e cols., 1991). Entretanto, conforme
observado no presente trabalho, a distribuicdo do parasito restringiu-se ao
trato intestinal em animais adultos.

O desenvolvimento rapido de sintomatologia com sobrevida de no
maximo 90 dias, e os numeros mais elevados de oocistos nas fezes em
animais tratados com dexametasona em relagdo aos camundongos SCID (por
exemplo, média de 11 e de aproximadamente 0,1 oocistos por campo no 40°
dia pés-infecgdo, respectivamente), além do inicio precoce da eliminagédo de
numeros significativos de oocistos nas fezes e da disseminagédo da infecgdo
por todo o trato intestinal, indicam que o tratamento com o glucocorticoide tem

um efeito mais amplo na depressao da resposta imune anti-Cryptosporidium do
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que o defeito SCID. As infecgdes em camundongos SCID desenvolveram-se
lentamente, sugerindo uma resisténcia inicial n&o-especifica, com a
multiplicagdo do parasito superando a barreira inicial de defesa. Esta
resisténcia inicial dos camundongos SCID poderia ser devida a produgéo de
interferon-y (IFN-y) pelas células NK intestinais. De fato, de acordo com
McDonaid e Bancroft (1994), a administragdo semanal de anticorpos anti- IFN-
vy em camundongos SCID infectados com C. parvum, resultou no aumento de
excrecdo de oocistos e na redugdo do periodo de estabelecimento da
sintomatologia e morte. Estudos realizados por Ungar e cols. (1991) mostraram
que a neutralizagdo in vivo de IFN-y leva a um aumento da multiplicaggo de
C. parvum em camundongos imunocompetentes. Entretanto, resultados
similares foram obtidos em camundongos atimicos, sugerindo que outro(s)
tipos celular(es), além do linfécito T, produzem esta citocina em resposta ao
parasito (Ungar e cols., 1991).

Os mecanismos efetores do IFN-y ndo estdo bem definidos, mas podem
incluir ativacdo de macrofagos (Schreiber e cols., 1985), inibicdo da invaséo
da célula hospedeira ou diminuigdo dos nutrientes intracelulares para o
parasito através do aumento do catabolismo do triptéfano (Kogut e Lange,
1989, Pfefferkorn, 1984). A inibigéo da produgdo de IFN-y pode explicar parte
da agao imunossupressora de dexametasona (Aryas e cols., 1984). Um estudo
sobre os efeitos da droga em ratos infectados com C.parvum, mostrou que
esta suprime a atividade de células NK, consequentemente, também a
producao de IFN-y pelas mesmas (Rasmussen e cols., 1991).

Novak e cols. (1990) demonstraram que dexametasona reduz o numero

de mastoécitos duodenais em camundongos, promovendo o crescimento de
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Hymenolepis microstoma nos animais infectados. O papel protetor de
mastocitos na criptosporidiose murina foi investigada por Harp e Moon (1991).
Os camundongos adultos com deficiéncia dessas células foram mais
susceptiveis a infecgdo que os camundongos normais.

As acbes supressoras mais abrangentes da dexametasona em relagéo a
deficiéncia de células T e B apresentada pelos SCID, principalmente no que se
refere a inibicao da atividade citotoxica de células NK e da produgao de IFN-y,
podem ser os responsaveis pelas diferencas observadas entre as infecgbes
por C. parvum nos dois modelos avaliados. Corroboram com esta hipotese os
resultados dos experimentos realizados por Mead e cols. (1991), que
demonstraram que camundongos NIH-III nu/nu (além de serem atimicos, séo
deficientes de células B e NK) desenvolvem infecgbes por C. parvum mais
graves que os SCID, envolvendo o figado e ductos biliares.

Os sinais clinicos observados tanto no modelo com camundongos
C57BL/6-corticdide quanto no SCID (desidratagao, ictericia, perda de peso)
sdo similares aqueles vistos em pacientes com AIDS. Individuos com esta
sindrome e criptosporidiose experimentam sintomas variaveis, com periodos
assintomaticos alternados com diarréia moderada a grave (Fayer e Ungar,
1986, Crawford e Vermund, 1988). LocalizagGes extraintestinais associadas a
sintomatologia (colecistite, colangite, hepatite portal e pancreatite),
principalmente envolvendo o trato biliar foram descritas (Gross e cols., 1986:
Hawkins e cols., 1987; Kahn e cols., 1987).

O numero de oocistos vistos nas fezes da maioria dos seres humanos
infectados por Cryptosporidium varia bastante (Stehr-Green e cols., 1987),

assim como nos modelos aqui descritos. O conhecimento da variabilidade do
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numero de oocistos excretados é bastante util na analise dos efeitos de drogas
e imunoterapicos em seres humanos. A diminuicdo ou mesmo auséncia de
parasitos no exame de fezes, em casos isolados, n&o significa
necessariamente eficacia do tratamento. Os animais imunodeficientes ou
imunossuprimidos, utilizados como modelos neste trabalho, mostraram essa
variabilidade durante todo o experimento.

Embora ambos os modelos prestem-se bem ao desenvolvimento de
criptosporidiose cronica e o trabalho utilizando camundongos SCID seja menos
laborioso, a realizagdo de testes com drogas terapéuticas podem ser
realizados mais rapidamente e analisados mais facilmente no modelo
C57BL/6-dexametasona, uma vez que a infecgao se estabelece precocemente
e de maneira mais intensa nestes ultimos. Uma outra vantagem deste modelo
€ 0 menor custo na aquisicdo e manutengéo dos animais.

Os primeiros casos de criptosporidiose cronica relatados em pacientes
com deficiéncia de imunoglobulinas (Lasser e cols., 1979; Sloper e cols., 1982)
sugerem a participacdo de anticorpos na resolugdo natural da doencga. Além
disso, a produgdo de anticorpos anti-Cryptosporidium é observada durante o
curso da infecgdo autolimitada no homem e animais imunocompetentes
(Casemore, 1987; Campbell e Current, 1983; Ungar e cols., 1986). Alguns
estudos demonstraram que a incidéncia de criptosporidiose € menor em
criangas que receberam amamentagao materna (Hojlyng e cols., 1986; Mata e
cols., 1984), sugerindo que fatores imunes no leite podem ajudar no controle
da infecgao por C. parvum. Similarmente, o colostro de vacas imunizadas com
antigenos de oocistos ou esporozoitos protegem parcialmente tanto animais

(Arrowood e cols., 1989; Fayer e cols., 1990; Perryman e cols., 1990; Watzl e
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cols., 1993) quanto pacientes com AIDS (Nord e cols., 1990; Ungar e cols.,
1990).

No presente trabalho foi investigada a susceptibilidade a
criptosporidiose em um modelo murino utilizando camundongos bons e maus
produtores de anticorpos. As selegdes foram desenvolvidas em estudos sobre
a regulacdo poligénica da resposta humoral quantitativa, que difere da
regulacdo pelos genes Ir (specific immune response genes), que €
essencialmente qualitativa e especifica. Os camundongos sao selecionados
usando como carater fenotipico o titulo de agiutininas apés imunizagdo com
doses o6timas de antigenos especificos. As linhagens boas (H) e mas (L)
produtoras de anticorpos divergem progressivamente até a separagdo maxima
interlinhagem, onde cada linhagem € homozigbtica para os genes que
controlam o carater investigado. A separacdo progressiva entre linhagens
demonstra que o carater investigado esta submetido realmente a uma
regulacdo poligénica (Stiffel e cols., 1987). A regulacdo genética opera na
sintese de todas as classes de imunoglobulinas e subclasses de IgG e o efeito
deste grupo de genes € essencialmente nao especifico, uma vez que opera
igualmente na resposta de anticorpo a muitos imunégenos multideterminantes,
T-dependentes ou T-independentes. O cruzamento seletivo dos camundongos
produz modificagbes em outros parametros imunologicos, sendo o principal
deles a fungdo macrofagica. A atividade fagocitica dos macréfagos do bago,
figado e peritdneo € idéntica nas linhagens H e L, porém o catabolismo do
material ingerido é muito maior nas linhagens L (Adorini e Doria, 1981). A
persisténcia do antigeno na forma imunogénica nos macrofagos dos

camundongos bons produtores de anticorpos € um dos principais fatores da
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diferenca de resposta de anticorpo interlinhagem (Biozzi e cols., 1984; Mouton
e cols., 1984). Outra caracteristica marcante € que a imunidade celular
mediada por linfocitos T tem a mesma intensidade nas duas linhagens
(Couderc e cols., 1990; Reis e cols., 1992). De maneira geral, as linhagens L
sao mais resistentes que as linhagens H contra infec¢des por microorganismos
intracelulares tais como: Salmonellae, Yersinia, Mycobacteria, Brucellae e
Leishmania (Biozzi e cols.,1978; Massa, 1990), onde o macrofago constitui a
principal barreira de defesa. Inversamente, as linhagens H s&o mais
resistentes que a L contra microorganismos com pelo menos parte do seu ciclo
de vida extracelular, os quais sdo eficientemente combatidos por uma alta
resposta de anticorpo tais como Pneumoccocus, Klebsiella, Plasmodia e
Trypanosoma (Biozzi e cols., 1978; Massa, 1990). Assim, os camundongos H e
L constituem um modelo util para estudos da importancia relativa da resposta
humoral, imunidade celular e atividade de macréfago na defesa natural contra
infecgdes e no efeito protetor de vacinagdes.

Apesar dos dados relatados acima indicando a importancia da resposta
humoral no controle da criptosporidiose (por exemplo o relato de paciente com
hipogamaglobulinemia e fungéo de linfocitos T normal apresentando quadro de
diarréia grave devido ao Cryptosporidium), os resultados do presente estudo
mostraram que as linhagens boas ou mas produtoras de anticorpos séo
igualmente resistentes ao parasito.

Para a tentativa de infecgdo dos camundongos H e L, escolheu-se um
inéculo utilizado na maioria dos modelos animais adultos apresentando algum
tipo de alteragdo no sistema imune, uma vez que a selegéo bidirecional levou

a modificacbes de parametros imunobiologicos tornando os animais mais



96

susceptiveis ou mais resistentes a determinadas infecgbes. A localizagao
intracelular do Cryptosporidium poderia implicar em uma resisténcia maior das
linhagens L devido a presencga de macréfagos hiperativados. Embora tenha-se
demonstrado a presenca do parasito em macréfagos intestinais junto as placas
de Peyer (Marcial e Madara, 1986), ndo foi estabelecido um papel de defesa
para estas células. Por outro lado, a posigcdo citoplasmatica periférica do
Cryptosporidium poderia torna-lo accessivel a agéo de anticorpos secretdrios,
principalmente IgA, nos camundongos das linhagens H, tornando-os
resistentes a infecgdo. Embora tenha-se demonstrado uma soroconversdo
especifica que acompanha a recuperagdo da criptosporidiose (Campbel e
Current, 1983), nenhum trabalho foi realizado para se investigar o papel da
resposta imune a nivel intestinal na criptosporidiose.

Apesar de estudos utilizando colostro imune (Arrowood e cols., 1989;
Fayer e cols.,, 1989), e de um relato de criptosporidiose prolongada em
individuo com imunodeficiéncia de IgA (Jacyna e cols., 1990), sugerirem um
papel protetor para este isotipo, esta imunoglobulina ndo foi avaliada no
presente estudo. No entanto, trabalhos anteriores mostram claramente que a
resposta de anticorpo nos camundongos H e L nao € isotipo-restrita, assim
supbe-se que os camundongos que nao produziram IgG ou IgM em resposta
ao C. parvum, também nao produziram IgA sérica ou secretoria.

O nao estabelecimento da infecgdo nos animais das linhagens H e L
demonstra que a atividade catabdlica de macrofagos lenta ou a baixa
producdo de anticorpos ndo s&o deficiéncias imunolégicas substanciais para
tornarem os camundongos susceptiveis a infecgdo. Por outro lado, & possivel

que tanto a alta produgéo de anticorpos pelos linfocitos B nas linhagens H, ou
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a hiperatividade de macréfagos nas linhagens L, s&o suficientes em conferir
resisténcia ao C. parvum.

A producdo de anticorpos, particulamente de classe IgG, tanto nas
linhagens H quanto L, em resposta a inoculagéo de oocistos vivos, foi baixa ou
inexistente, apesar de camundongos de algumas linhagens apresentarem
niveis elevados de anticorpo antes da inoculagio, o que poderia ser explicado
por exposi¢cado prévia ao parasito ou por reagao cruzada deste com outros
antigenos com os quais os camundongos tenham entrado em contato. Esta
resposta deficiente de anticorpos poderia ser devida a inadequagéo da forma
de apresentagao dos antigenos, isto €, os oocistos inoculados por via oral ndo
estimulariam bem a resposta imune humoral sistémica, acarretando apenas
uma discreta resposta de anticorpos IgM (Figuras 19-21), talvez por ndo se
estabelecerem bem como infec¢do. Uma outra possibilidade seria a de que
antigenos de Cryptosporidium seriam por si mesmos pouco imunogénicos para
as linhagens estudadas. Esta ultima possibilidade foi investigada através da
imunizagdo de camundongos destas linhagens pela inoculagéo intraperitoneal
de antigenos de Cryptosporidium associado ao hidréxido de aluminio.

As nitidas respostas de anticorpos 1gG anti-Cryptosporidium nos
camundongos das linhagens Hgs € Hgp imunizados (niveis cerca de 4 a 5
vezes acima dos niveis pré-imunizagdo em termos de densidades oOpticas no
ELISA; Figuras 9 e 10) indicam que os antigenos de Cryptosporidium s&o
relativamente imunogénicos para essas linhagens. A resposta de anticorpos
IgG, no entanto, foi pouco expressiva nos camundongos da linhagem Hya,
(Figura 8), provavelmente por estes apresentarem niveis ja elevados desde o

inicio, o que pode ser indicativo de provavel ativagéo prévia de um mecanismo
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de controle desta resposta. Além disso, os resultados obtidos com a
imunizagédo das linhagens boas e mas respondedoras com os antigenos de
Cryptosporidium demonstram que essas linhagens comportam-se, para a
producdo de anticorpos IgG, da forma descrita na literatura em relagéo a
outros antigenos (Biozzi e cols, 1979), isto &, os camundongos bons
respondedores produzindo significativamente (p<0,05; método ndo parameétrico
de Wilcoxon) mais anticorpos que os camundongos maus-respondedores. Na
verdade foi observada produgéo discreta de IgG anti-Cryptosporidium apenas
em uma linhagem ma respondedora, a Ly, (Figura 8). Resuitados consistentes
com as caracteristicas das linhagens foram também observados em relagéo a
resposta de IgM em camundongos da sele¢do GP (Figura14). No entanto nao
houve diferengas estatisticamente significantes entre as respostas de IgM nos
camundongos bons e maus respondedores das selegées IVa e GS (Figuras 19
e 20), em desacordo com os relatos acima referidos. A falta de resposta IgM
nos camundongos da linhagem Hy., no entanto, pode ser devida ao fato
destes camundongos apresentarem niveis elevados de IgM antes da
imunizagdo, podendo a produgdo de IgM anti-Cryptosporidium ja estar
previamente submetida a agdo de mecanismos de controle da resposta imune,
conforme discutido acima para a resposta de IgG na linhagem Hy..

Através da andlise da resposta especifica de anticorpo, apods
imunizagdo com antigenos do parasito nos camundongos hibridos Figp, foi
observada uma dominéncia parcial da ma resposta (Figuras 10 e 14, Tabela
ll). Isto contrasta com o que é observado em relagdo a outros imunégenos,
tais como eritrocitos heterdlogos e antigenos virais ou bacterianos, nos quais a

boa resposta & dominante. Conforme discutido acima, boa e a ma resposta
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estdo submetidas a regulagdo poligénica, e, provaveimente, alguns genes
determinam a expressdo de caracteristicas que suprimem a resposta imune
humoral, e outros genes determinam a expressdo de caracteristicas que
estimulam esta resposta. Os camundongos Fi, obviamente, herdam os dois
tipos de genes. Os antigenos de Cryptosporidium parecem, desta forma,
estimular mais mecanismos que suprimem do que 0s que estimulam a resposta
imune humoral, quando comparados a outros antigenos. Se isto corresponde a
um mecanismo de escape e se & importante em termos de facilitar a infecgéo
pelo Cryptosporidium, é algo aberto a investigagdes futuras.

Por outro lado, a resposta de anticorpos IgG e IgM anti-Cryptosporidium
por camundongos BALB/c foi significativamente (p<0,05; teste ndo-paramétrico
de Wilcoxon) mais elevada que a observada em camundongos C57BL/6. Estes
resultados sugerem um papel protetor da resposta humoral, como observado
no desenvolvimento de modelos experimentais imunossuprimidos com
corticéide, onde os camundongos BALB/c foram resistentes a infecgao pelo C.
parvum, contrastando com desenvolvimento de infecgdo cronica nos
camundongos C57BL/6.

Apesar dos resultados das linhagens geneticamente selecionadas para
a resposta H e L mostrarem graus de resisténcia ao C. parvum semelhantes,
como descrito acima, as herangas genéticas dos camundongos utilizados
como modelos experimentais devem influenciar na susceptibilidade e no
padrdo de infecgdo desenvolvido. Por exemplo, os camundongos C57BL/6
adultos s&o mais susceptiveis a infecgdo por C. parvum do que os BALB/c,
podendo ser infectados mesmo na auséncia de um regime imunossupressor,

embora ndo desenvolvam criptosporidiose cronica (Rasmussen e cols., 1992a;
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esta tese). Outra observagdo importante € que os camundongos SCID, que
sdo uma linhagem mutante derivada de BALB/c C.B-17, desenvolvem infecg&o
por C. parvum mais lenta e menos intensa do que os camundongos C57BL/6
tratados com dexametasona, sugerindo que no processo de derivacdo dessa
linhagem, gen, ou genes, que estimulam mecanismos de defesa contra o C.
parvum foram preservados. Os camundongos H e L sdo, por sua vez,
selecionados a partir de uma populagéo heterogénea de camundongos Suigos.
Apesar da selecdo bidirecional para a produgdo de anticorpos modificar
também a atividade de macréfagos, as linhagens H e L sdo igualmente
refratarias a infecgcdo pelo C. parvum, mantendo-se portanto, a resisténcia
natural da populacdo inicial. E provavel que a selecdo de camundongos
singeneicos, como por exemplo os C57BL/6, em linhagens boas e mas
produtoras de anticorpos, produzisse animais com diferentes padrées de
susceptibilidade ao C. parvum.

As evidéncias para um papel protetor de linfécitos T na criptosporidiose
consistem em varios relatos de diarréia grave e prolongada em pacientes com
AIDS, enquanto que individuos com linfécitos T funcionais curam-se da
infeccdo em duas semanas (Tzipori, 1983; Current e cols., 1983; Fayer e
Ungar, 1986). A importancia dos linfécitos T na resolugdo da doenca foi
demonstrada também em diversos trabalhos experimentais. Heine e cols.
(1984a) relataram o desenvolvimento de infecgdo crénica com diarréia, perda
de peso e desidratagdo em camundongos atimicos. Ungar e cols. (1990a)
demonstraram papel protetor de células CD4" na criptosporidiose através da
deplecdo desta subpopulagdo de linfocitos em camundongos BALB/c. Os

camundongos neonatos normais infectados curam-se em aproximadamente
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trés semanas, enquanto que aqueles recebendo anticorpos anti-CD4,
desenvolvem criptosporidiose crénica semelhante a camundongos atimicos. O
tratamento com anticorpos anti-CD8, apenas, ndo produziu 0s mesmos
resultados (Ungar e cols, 1990a).

Todas as células T em uma populagdo monocional expressam,
obviamente, receptores para antigeno (TCR) idénticos. Isso proporciona uma
populacdo celular homogénea para andlises funcionais, bioquimicas e
moleculares. O desenvolvimento de técnicas para ativagao e propagagéo de
populagdes monoclonais de linfécitos T in vitro tem sido crucial para o avango
no entendimento dos processos de reconhecimento de antigeno e ativagao
desses linfocitos (Glasebrook e cols., 1984). Clones de linfécitos T antigeno-
especificos sdo obtidos através de imunizagéo in vivo com determinado
antigeno, isolamento de linfocitos T do tecido linféide, estimulo repetitivo in
vitro com o antigeno especifico na presenga de células apresentadoras de
antigeno histocompativeis e clonagem em meio semi-sélido ou em meio liquido
por diluicdo limitante. Neste trabalho foi desenvolvida uma linhagem de
linfécitos T responsiva a antigenos de C. parvum a partir de células de
linfonodo de camundongos BALB/c sensibilizadas in vivo, objetivando-se a
clonagem e analise posterior das subpopulagées de linfocitos envolvidas,
antigenos reconhecidos pelas mesmas e estudos de transferéncia passiva de
imunidade em modelos animais imunossuprimidos.

Em experimentos preliminares, procurou-se estabelecer o melhor
método de imunizagdo para obtengdo da linhagem T especifica para o
parasito. A inoculagao subcutanea de antigenos de Cryptosporidium ocasionou

uma resposta melhor a nivel de linfonodos do que a inoculagéo intraperitoneal
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ocasionou a nivel do bago. A baixa efetividade da imunizag&o intraperitoneal
observada no presente trabalho é consistente com os resultados de um estudo
anterior sobre resposta blastogénica apoés injegdo intraperitoneal de oocistos
intactos em camundongos BALB/c (Whitmire e Harp, 1990), demonstrando que
a imunizagéo intraperitoneal utilizando oocistos inteiros ou sonicados néo se
presta como método de sensibilizagdo de células esplénicas ao C. parvum.
Além disso, células de bago submetidas a ensaios blastogénicos apods
imunizagdo subcutdnea com antigeno, também nao responderam bem ao
estimulo antigénico in vitro (dados ndo mostrados). Células de linfonodo de
animais imunizados por via subcuténea, entretanto, proliferaram até 17 vezes
mais que as celulas de camundongos controle (ndo imunizados) quando
estimulados com antigenos do parasito, demonstrando a eficiéncia da
imunizagdo subcutanea para obtengdo das células T responsivas ao C.
parvum.

Estabelecido o modelo de imunizagao e o tecido linféide a ser coletado,
células totais de linfonodo de camundongos imunizados foram novamente
submetidas a ensaios blastogénicos. Os resultados destes ensaios mostraram
que a concentragdo de 40 ug.mi”’ de antigeno de C. parvum produziu uma
resposta discretamente maior do que concentragdes de 10 e 20 ug.ml* de
antigeno. No entanto, quando se utilizou células de linfonodo depletadas de
linfécitos B, a resposta foi melhor com a concentragdo de 10 ug.ml'1 de
antigeno de C. parvum. Foi escolhida entdo esta concentracdo para o
desenvolvimento da linhagem de linfécitos T especificos.

Os estudos proliferativos em camundongos expostos ao C. parvum séo

ainda muito limitados, com resultados varidveis de acordo com a via de
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imunizacéo, idade dos animais utilizados e o tipo de antigeno empregado.
Whitmire e Harp (1990) demonstraram que esplendcitos, mas néo linfocitos de
linfonodos mesentéricos, de camundongos imunizados via oral semanalmente,
durante 6-10 semanas, eram capazes de proliferar in vitro na presenga de
antigenos de oocistos. Entretanto, a transferéncia passiva destas células ou de
sobrenadante de cultura nao conferiram protegdo aos camundongos
receptores (Harp e Whitmire, 1991). Em outro estudo, a resposta
linfoproliferativa de linfécitos de bago e de linfonodo a antigenos de C. parvum
soluveis e insoluveis em agua, foi estudada em tempos diferentes apds
inoculagao intragastrica de camundongos neonatos com oocistos vivos.
Apenas linfocitos de linfonodo proliferaram em resposta a estes antigenos
(Moss e Lammie, 1993).

Os resultados de pesquisas sobre as subpopulagdes de linfécitos T
ativados por antigenos de C. parvum também sao contraditérios. Sabe-se que
camundongos atimicos, ou tratados com anti-CD4 ou com anti-CD4 e anti-
CD8, desenvolvem infecgdes crénicas quando inoculados com C. parvum
(Ungar e cols., 1990; Ungar e cols., 1991), porém a administracdo isolada de
anti-CD8 n&o produz os mesmos resultados (Ungar e cols., 1991). Em outro
experimento, os bezerros infectados com C. parvum apresentaram um
aumento do numero de linfécitos CD8 esplénicos sugerindo um papel destas
células no desenvolvimento e regulagéo da resposta imune ao parasito (Harp e
cols., 1995).

No presente trabalho, apds estabelecimento de uma linhagem T
respondedora a antigenos de C. parvum, foi realizada a clonagem através de

diluigdo limitante. Apos obtengédo dos clones, estes foram submetidos ao teste



104

de especificidade para Cryptosporidium (crescimento ou nao apenas na
presenca de antigeno). Cerca de 22 pogos contendo clones especificos foram
identificados, sendo que quatro deles apresentavam clones isolados. Estes
clones serdo eventualmente caracterizados fenotipicamente, em termos de
marcadores de superficie e padrdo de linfocinas produzidas, além de quanto a
especificidade antigénica (ver adiante), sendo entéo testados em estudos de
protecéo passiva em modelos de criptosporidiose em camundongos. O modelo
podera ser tanto o SCID ou o de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos
com corticéide. Este ultimo modelo tem as vantagens citadas anteriormente
(maior susceptibilidade a infeccdo e custos menores), mas dependera da
suspensao do tratamento com o corticdide e posterior averiguagéo de possivel
efeito acelerador do processo de cura pelos clones de células T.

Neste trabalho foi, portanto, demonstrado que linhagens de células T
especificas para Cryptosporidium podem ser estabelecidas e mantidas em
cultura. A clonagem destas linhagens, sua propagacdo e os experimentos de
transferéncia passiva de imunidade propostos acima, permitirdo estudos sobre
0s mecanismos pelos quais essas células mediam a resolugdo da infecgao,
bem como a identificagdo dos antigenos capazes de promover uma resposta
imunoprotetora contra o C. parvum.

O desenvolvimento de técnicas para purificagdo de oocistos de
Cryptosporidium, e para separagdo de esporozoitos de oocistos intactos e
paredes de oocistos (Current, 1990), permitiu o uso da eletroforese e
imunocblot para a identificacdo de diversas proteinas e glicoproteinas destes
estadios do ciclo de vida do parasito. Estes estudos identificaram mais de 50

bandas no perfil eletroforético de esporozoitos, oocistos ou ambos (Tilley e
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cols., 1990:; Tilley e Upton, 1990; Tilley e cols., 1990a). No presente estudo foi
utilizado antigeno total de oocistos purificados para a estimulagdo dos
linfécitos in vitro, de maneira a nao limitar o desenvolvimento de clones
especificos a proteinas de determinados estadios de parasito. A utilizagéo de
antigeno néo fracionado poderia gerar células respondedoras a diferentes
antigenos, inclusive aqueles de reag¢do cruzada entre diferentes estadios
(merozoito e esporozoito, por exemplo). Entretanto, a purificagéo de antigenos
proporcionara a determinagdo da especificidade de linhagens ou clones
produzidos no presente trabalho. Com esse objetivo iniciamos o fracionamento
de proteinas de esporozoitos e de parede de oocistos através de SDS-PAGE.
Alternativamente, o método de eletro-eluicdo sera utilizado no futuro para o
isolamento destas proteinas.

Objetivando a obtengdo de antigenos especificos do parasito, um
método de purificagdo de esporozoitos mais eficaz, utilizando colunas de
DEAE-Sepharose, também vem sendo testado para obtengdo de um maior
numero de esporozoitos livres de contaminagdo por paredes de oocistos ou
por oocistos inteiros, em substituicdo a separagdo através de gradiente de
Percoll (Arrowood e Sterling, 1987).

A identificagdo de um antigeno capaz de estimular uma resposta
imunoprotetora de células T em camundongos infectados por Cryptosporidium
abre a perspectiva do uso deste antigeno putativo em um esquema
imunoterapico de pacientes imunodeficientes. Em relagdo a este ponto sdo
animadores os resultados recentes do grupo do Dr. S. Coutinho (Instituto

Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro) sobre a cura clinica de leismaniose
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em paciente com AIDS através de imunoterapia com antigenos parasitarios

(Coutinho e cols, 1996).
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6. CONCLUSOES

1. Camundongos C57BL/6 adultos, mas ndo camundongos BALB/c, tratados
com dexametasona por via intraperitoneal tornaram-se altamente susceptiveis
a infeccdo pelo Cryptosporidium parvum, desenvolvendo criptosporidiose
cronica e eliminando numeros elevados de oocistos nas fezes, até a morte dos
animais. A colonizagdo das vilosidades intestinais foi observada com maior
intensidade no ileo, ocorrendo também comprometimento do duodeno, jejuno,

ceco e colon.

2. Camundongos SCID inoculados com oocistos de C. parvum desenvolveram
infecgdo menos intensa, com excre¢do de poucos parasitos nas primeiras seis
semanas de infec¢do, aumentando gradativamente o numero de oocistos nas
fezes. Além de colonizar as vilosidades intestinais do ileo, foram encontrados

parasitos no duodeno, jejuno, ceco e célon, dependendo do tempo de infecgédo.

3. Camundongos bons (H) e maus (L) produtores de anticorpos séo igualmente
resistentes a infecgdo pelo C. parvum. Outros mecanismos de defesa, tais
como os decorrentes da atividade macrofagica e/ou da resposta de linfécitos T,

devem conferir protegdo a estes animais.

4. A resposta imune humoral deficiente dos camundongos H e L inoculados
com Cryptosporidium vivos néo € devida a baixa imunogenicidade intrinseca
dos antigenos de Cryptosporidium ja que anticorpos IgG anti-Cryptosporidium

foram produzidos em resposta a imunizagdo com antigenos do protozoario nas
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linhagens boas-produtoras de anticorpos Hge e Hgs, sendo tambem
observados niveis baixos de IgM. Nenhuma linhagem ma-produtora, com
excegdo da Ly, mostrou produgdo de anticorpos especifica ao
Cryptosporidium. Uma dominancia parcial da ma resposta foi apresentada pela

selecao GP.

5. A imunizagéo subcutanea de camundongos com antigenos de C. parvum
induziu uma resposta linfoproliferativa de células de linfonodo estimuladas in
vitro com antigenos do parasito. A imunizagdo intraperitoneal no entanto,

estimulou pouco a resposta de esplendcitos ao C. parvum.

6. Células de linfonodo imune, depletadas de linfécitos B, podem ser
estimuladas in vitro com antigenos de C. parvum, gerando clones de linfécitos
T respondendo especificamente ao parasito. Esta abre a possibilidade de
determinar-se a natureza das subpopulagées de linfocitos T envolvidas na
protecdo através de experimentos de transferéncia passiva de imunidade, seja

a nivel do fendtipo, seja a nivel da especifidade antigénica desses linfocitos.



109

RESUMO

A associagdo do Cryptosporidium com diarréia em criangas e,
principalmente, em pacientes com AIDS, tornou a criptosporidiose uma das
protozooses emergentes mais estudadas nas duas ultimas decadas. A
utilizacdo de modelos animais adultos para a criptosporidiose cronica
possibilitaria os estudos com drogas terapéuticas e a caracterizagdo dos
mecanismos da resposta imune responsaveis pela resolugéo da infecgdo.

No presente trabalho foram avaliados modelos murinos adultos para a
criptosporidiose, utilizando animais com imunodeficiéncia natural ou induzida
experimentalmente, com os seguintes resultados: a) camundondongos
C57BL/6 imunossuprimidos com dexametasona por via intraperitoneal
desenvolveram criptosporidiose crénica, contrastando com o quadro de
infecgdo breve observado nos camundongos BALB/c tratados da mesma
maneira; b) camundongos SCID também desenvolveram infecgdo crénica,
porém de curso lento e com eliminacdo moderada de oocistos, indicando que
a resposta imune anti-Cryptosporidium nestes camundongos € mais eficaz do
que a de camundongos C57BL/6 tratados com glucocorticéide; c) nenhuma
das linhagens de camundongos selecionados para a alta (H) e baixa (L)
resposta de anticorpo desenvolveu infecgdo quando inoculados com oocistos
vivos de C. parvum, concordando com alguns trabalhos que reportam que a
deficiéncia de anticorpos n&o é suficiente para o estabelecimento da
criptosporidiose em camundongos adultos. A imunizagdo dos camundongos
H e L induziu a produgdo de anticorpos IgG e IgM anti-C. parvum nas

linhagens H, como esperado. Entretanto, camundongos da geragéao
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F1 (H x L) apresentaram uma dominancia parcial da ma resposta, diferindo do
descrito para outros antigenos.

Visando futuros estudos sobre o papel de linfécitos T na resolugéo da
infeccdo por  Cryptosporidium nos modelos experimentais aqui
caracterizados, foram padronizadas as condigbes necessarias ao
desenvolvimento de linhagens de células T especificas ao C. parvum. Para
tanto, camundongos BALB/c foram imunizados com antigenos do parasito.
As células de linfonodo desses animais, depletadas de linfécitos B, foram
entdo cultivadas na presenga de antigenos do parasito, células
apresentadoras de antigenos e/ou uma fonte de IL-2, obtendo-se uma
linhagem de células T especificas ao C. parvum. A clonagem desta linhagem
por diluicdo limitante produziu quatro clones reativos ao C. parvum. A
utilizacdo destes clones em experimentos de transferéncia passiva de
imunidade, e em ensaios proliferativos frente a diferentes proteinas de
C. parvum, abre possibilidades para a determinagdo da natureza das
subpopulacées de linfécitos T envolvidos na protegdo, e a caracterizagdo
dos antigenos parasitarios reconhecidos por estas células. Tanto o modelo
de camundongos SCID, quanto o de camundongos C57BL/6 tratados com
dexametasona, estudados nesta tese, podem ser utilizados nos experimentos

de transferéncia passiva de imunidade.
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SUMMARY

The association of C. parvum with diarrhea in children and in patients
with acquired immuno deficiency syndrome (AIDS) has boosted the scientific
interest in this coccidian by researchers. A major factor contributing to the
importance of studies on cryptosporidial infections is the absence of any
efficacious chemotherapeutic agents. Moreover, the understanding of the
mechanisms mediating host resistance is still limited. The use of adult animal
models of chronic cryptosporidiosis should provide the means to screen
drugs and characterize immune responses that result in recovery from
infection.

In this work we have evaluated adult animal models of chronic
cryptosporidiosis by using experimentally or naturally immunodefficient mice
with the following results: a) C57BL/6 mice receiving injections of
dexamethasone developed chronic infections, contrasting with BALB/c mice
receiving the same drug treatment; b) SCID mice also developed chronic
cryptosporidiosis, but the infection was protracted and with moderate oocyst
excretion, suggesting that their immune response against C. parvumis is
more efficient than that of dexamethasone-treated C57BL/6 mice; and ¢) mice
selected for high (H) and low (L) antibody production did not develop
detectable infections when inoculated with live C. parvum oocysts, supporting
the view that an antibody deficiency alone is not enough to allow the
establishment of the C. parvum infection in adult mice. Immunization of both
H and L lines with C. parvum antigens induced specific IgG and IgM

responses as expected. However, the response to immunization of low x high



112

responder F; hybrids disclosed an incomplete dominance of the low
character, contrasting with the incomplete dominance of the high response
described for many other antigens.

To permit studies on the T cell role in Cryptosporidium infection, the
conditions for the production of C. parvum-specific T cell lines was
standardized. With this aim, BALB/c mice were immunized with oocyst
antigens. The culture of primed lymph node cells from mice, after depletion of
B lymphocytes, with the parasite antigens, the antigen presenting cells and/or
a source of IL-2 generated a C. parvum-specific T cell line. Four
Cryptosporidium-reactive clones were obtained from that line by limiting
dilution. Adoptive transfer studies using these clones could allow the
investigation on the nature of the T cell subsets and the characterization of
potential antigens involved in protection against C. parvum infection. Either
the SCID or the dexamethasone-treated C57BL/6 mice model could be used

in these studies.
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10. ANEXO

O trabalho “Incomplete dominance of the low antibody response to
Cryptosporidium parvum antigens in mice selected for high (H) and low
(L) antibody responsiveness” foi aceito para publicag&o no Brazilian Journal

of Medical and Biological Research em agosto de 1996.

Encontra-se em fase de preparagao o manuscrito “Standardization of
conditions for the production of Cryptosporidium parvum-specific T cell

lines and clones”.
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Abstract

The humoral antibody response to Cryptosporidium was investigated
in mice genetically selected for high (H) and low (L) antibody respon-
siveness. Groups of 4-5 mice from two different selections, general
primary (GP) and general secondary (GS), were studied. Following
immunization with Cryptosporidium parvum antigens, the maximum
levels of IgG in the Hgp (X + SD =1.13 + 0.35, N = 5) and in the Hgs
(0.42 £ 0.15, N = 4) lines, and of IgM in the Hgp line (0.86 +£ 0.53, N
= 5) were significantly higher than those in their L counterparts (0.04
+0.02,N=5;0.05+0.02, N=4and 0.24 £ 0.07, N = 5, respectively).
These findings were similar to those reported for other immunogens.
However, the IgG (0.22 £+ 0.05, N = 4) and the IgM (0.33 £ 0.08, N=
4) responses to immunization of F, (Lgp X Hgp) hybrids indicated an
incomplete dominance of the low response, in contrast to the incom-
plete dominance of the high response described for many other
antigens and representing an important exception. In addition, the H,
L and F, mice did not develop detectable infections when inoculated
with live Cryptosporidium oocysts, supporting the view that a reduced
or zero antibody production itself'is not enough to permit the establish-
ment of Cryptosporidium infection in adult mice.

Key words

« C. parvum

« Genetic control of
antibody response

« Immunization

« Antibody responsiveness

Introduction

Results from several independent bi-
directional genetic selections in mice for
high (H) and low (L) antibody responsive-
ness have demonstrated that this character is
subjected to polygenic regulation, the se-
lected high- or low-response alleles being
endowed with a multispecific characteristic,
since they control high or low antibody pro-

duction of many unrelated specificities.

In an attempt to combine all the genetic
information accumulated in five original se-
lections (selections I-V), two new selective
processes were carried out, GP (general pri-
mary) selection and GS (general secondary)
selection (1). The selective pressures were
based on the intensity of the primary or
secondary antibody responses to antigens
utilized in the original selections, namely
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flagellar and somatic antigens of Salmonella,
heterologous proteins and erythrocytes (1).
For all antigens tested so far, there is a
complete or partial genetic dominance of the
H character (2).

Adult H and L mice have the same T-cell
effector function (3). An immunological pa-
rameter that is clearly affected by the selec-
tive breeding is macrophage function. Mac-
rophage catabolism is markedly more in-
tense in low than in high responders (4), so
that L mouse macrophages are poor antigen-
presenting cells (5) and eliminate intracellu-
lar pathogens more efficiently than H macro-
phages (2).

Cryptosporidium parvum is a protozoan
that causes diarrhea in mammals, including
human beings, particularly in young and/or
immunodeficient hosts (6). Immunological
studies in animals with cryptosporidiosis
suggest that both humoral and cellular im-
mune responses may play a role in the de-
fense against infection (7,8). Moreover, in-
tact and partially digested Cryptosporidium
merozoites and trophozoites were observed
inside macrophages underlining the intesti-
nal mucosa of infected guinea pigs (9), indi-
cating that these cells also play a role in
controlling the infection.

The objective of the present study was to
determine if mice from H and L lines re-
spond to Cryptosporidium antigens as re-
ported for other antigens, as well as to char-
acterize the genetic dominance or recessive-
ness of the L (and conversely of the H)
character. In addition, the susceptibility of
the mice to Cryptosporidium infection was
investigated.

Material and Methods
Mice

The H- and L-responder lines of GP and
GS selections (1) were maintained at the
Laboratory of Immunogenetics of Instituto
Butantan, S3o Paulo, Brazil. Reciprocal in-

M.C.A. Teixeira et al.

terline crosses [F; (Lgp X Hgp)] were bred in
the same animal unit. Two- to four-month
old mice were used in all experiments.

Oocyst preparation and oocyst lysate

Cryptosporidium parvum oocysts were
obtained from the feces of an experimentally
infected calf and purified by discontinuous
sucrose and isopycnic Percoll gradients as
described before (10). Purified oocysts were
stored at 4°C in 2.5% potassium dichromate
solution. Oocysts were lysed by pulse soni-
cation in six to eight 30-sec cycles (Branson
Sonifier, Branson Instruments, Danbury, CT)
and stored at -20°C. Protein concentration of
the lysate was determined by the method of
Lowry et al. (11) using bovine serum albu-
min (Sigma, St. Louis, MO) as a standard.

Immunization and preparation of sera

Groups of 4-5 H, L and F, mice were
immunized intraperitoneally with 40 pg of
crude Cryptosporidium protein mixed with
200 pg of Al(OH);. They were bled from the
retro-orbital venous plexus before, and 5,
11, 15 and 39 days after immunization. Sera
were stored at -20°C.

Inoculation of mice with oocysts and
assessment of infection

Groups of 6-8 H, L and F, mice were
inoculated intragastrically with 2 x 10 puri-
fied oocysts (stored for less than 4 months)
per animal. Oocyst excretion was monitored
by collecting fecal pellets every second day.
Samples were mixed with 10% formalin,
smeared onto slides and stained using a modi-
fied acid fast staining technique (12). Mice
were sacrificed during the second week (days
8 to 14) or on day 30 after inoculation.
Sections of ileum were collected and pro-
cessed for examination by light microscopy
after staining with hematoxylin-eosin accord-
ing to standard techniques.
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ELISA

ELISA was carried out as described else-
where (13). Microtiter plates (Immulon II,
Dynatech Laboratories, Alexandria, VA)
were coated by incubation with 1 pg of crude
Cryptosporidium antigens in 100 pl of 0.15
M sodium phosphate-buffered saline (PBS),
pH 7.2, followed by incubation with 1/100
dilutions of test sera in PBS containing 0.5%
casein, antibodies against mouse IgG or IgM
conjugated to peroxidase (Sigma, St. Louis,
MO) and the substrate tetramethylbenzidine
(Kirkegard and Perry Laboratories, Gaithers-
burg, MD).

Statistical and genetic analysis

The statistical significance of differences
in antibody levels in the groups of mice was
evaluated by the Wilcoxon rank-sum test.

The dominance effect is reported as the
d/a ratio, where a is the additive effect of the
response to selection, and d is the global domi-
nance, calculated with the following formulae:

Table 1 - Response of IgM and IgG by high antlbody—producer low anubody-producer and F, mnoe lmmumzed i

with Cryptospond/um parvum antigens.

Mice were immunized with 40 yg Cryptosporidium antigens and bled on da
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where XH, XL and XF, correspond to the
arithmetic means of the results from the H, L
and F, mice, respectively (14).

Results

Cryptosporidium antibody levels in
immunized mice

The H mice of both GP and GS selections
responded to the immunization with
Cryptosporidium antigens with the produc-
tion of IgG antibodies. The difference in the
concentrations of these antibodies between
L and H lines was statistically significant for
both selections (Table 1). In fact, there were
no detectable IgG antibodies in the L lines
(Table 1 and Figure 1). Results consistent
with the characteristics described for the
lines were also observed for the IgM Cryptospo-
ridium antibody response in the GP selection
(Table 1 and Figure 1). However, there was
no statistically significant difference between

immunization. H, High antibody producers; L. low antibody producers; F1, generation resulting from crosses
between H and L parents. Data are reported as the mean + SD of the absorbance of the highest antibody
levels, obtained from individual mice (from day 11 to 39 post-immunization), determmed by ELISA utzhzmg
peroxidase conjugated to IgM- or IgG-specific antibodies, corrected for background, i.e., the results for
obtained before immunization were subtracted. P = Statistical significance of the differences oft lines and |
hybrids compared to the H line (Wilcoxon rank-sum test). a = Additive effect of the response to selectio
dominance effect; d/a = global dominance effect (if d/a = 0, codominancs; if dla =1, complete dominance of
the H response; if dfa = -1, complete dominance of the L response) : .

Mouse -‘Mouse line N Antibody levels and indicators of the response 10 s
selection  or generation
1gG
Mean + SD P a d da MeanzSD

GP H 5 113 2035 054 -0.36 -067 0.86 = 053 :

L 5 0.04 +002 <0.01 0.24 oo7 <0.01

Fy 4 022 +0.05 <0.05 033 £ 008 <0.05
GS H 4 042 015 0.37 017 + 010

i 4 005+ 002 <005 '

016 + 0.05 >0.05
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Figure 1 - Cryptosporidium anti-
body levels in mice selected for
high and low antibody respon-
siveness (GP selection). Mice
were immunized with Cryptospo-
ridium antigens as described in
Material and Methods. IgG and
IgM antibodies were assayed by
ELISA in sera collected on differ-
ent days after immunization.
Data are reported as means + SD
of absorbance measured at 450
nm for 4-5 mice in each group. m,
High-responder mice; e, low-re-
sponder mice; a, high x low re-
sponders, Fy hybrids. *P<0.05
compared to antibody levels be-
fore immunization.

Braz ) Med Biol Res 29(11) 1996
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Antibody levels (absorbance)
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IgM antibody levels of L and H mice in GS
selection (Table 1).

The IgG and IgM antibody responses of
F, (Lgp x Hgp) hybrids to Cryptosporidium
antigens clearly showed an incomplete domi-
nance of L parents (Table 1 and Figure 1).

Infectivity of Cryptosporidium parvum to H
and L lines

No oocysts were observed in feces or in
sections of the intestine of the H, L and F,
mice orally inoculated with live oocysts from
day 2 to day 30 post-inoculation (data not
shown). In these groups the antibody re-
sponse of both lines was very low or non-
existent (data not shown).

Discussion

Hand L lines of mice selected according
to the intensity of general primary or general
secondary antibody response to various anti-
gens, namely heterologous erythrocytes,
flagellar and somatic antigens of Salmonella
and heterologous serum proteins (1), re-
sponded as expected when immunized with
Cryptosporidium antigens.

M.C.A. Teixeira et al.

Despite the virtual absence of specific an-
tibody production in Cryptosporidium-inocu-
lated H and L mice, these mice did not develop
a detectable infection, either in terms of elimi-
nation of oocysts in the feces or ileum coloni-
zation. Although IgA antibody levels in the
intestinal contents of the infected animals were
not determined, it should be stressed that the
antibody responsiveness of H and L mice is
clearly immunoglobulin-isotype unrestricted
(3,15,16), and the L lines should have pro-
duced little or no IgA antibodies as was docu-
mented here for IgG and IgM antibodies.

The present results indicate that no or a
low production of antibody itself is not
enough to permit the establishment of a
Cryptosporidium infection in mice, in agree-
ment with the report of the lack of suscepti-
bility of neonatally anti-p-treated adult
BALB/c mice to infection with Cryptospo-
ridium (17). In fact, an efficient macrophage-
mediated immune reaction, which should be
expected in L mice, could have been respon-
sible for controlling the infection.

In the present study an incomplete but
clear dominance of the low antibody re-
sponse to Cryptosporidium antigens was also
demonstrated. This contrasts to what has
been reported for several other immuno-
gens, such as heterologous proteins or eryth-
rocytes, viral and bacterial antigens, the high
response to which is completely or partially
dominant (2). High and low responses are
subjected to polygenic regulation (3), and
very likely some genes determine the ex-
pression of characteristics that depress the
humoral immune response and some charac-
teristics that enhance it. F; mice will obvi-
ously inherit both types of genes. Cryptospo-
ridium antigens, therefore, in contrast to other
antigens, seem to more efficiently stimulate
mechanisms that suppress rather than those
that enhance humoral immune responses.
The question of whether this constitutes an
escape mechanism that facilitates Cryptospo-
ridium infection in susceptible hosts deserves
further investigation.
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