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Resumo

Cryptosporidium é um protozodrio oportunista que causa diarréia em
individuos imunocompetentes ¢ imunodeficientes. A duracfo e severidade
dos sintomas clinicos dependem do sistema imunolégico do hospedeiro.

Nas pessoas imunocompetentes, a infecgfio pode ser assintomatica ou
induzir uma diarréia autolimitante, enquanto nos individuos
imunodeficientes, resulta em doenga acentuada ou diarréia que pode ser
fatal.

O objetivo deste estudo foi avaliar a evolugio da infecgio
experimental pela linhagem MMC, de Cryptosporidium sp de origem
humana, nas linhagens de camundongos imunodeficientes C57BL/6 KO
para IFN-y, C.B-17/Uni scid, - C57BL/Uni bg, C3HUm nu e
imunocompetentes BALB/c/Uni e C57BL/6/Uni.

Para tanto, a manutengéo do cultivo “in vivo” da linhagem MMC de
Cryptosporidium sp foi realizada mediante  véarias passagens em
camundongos neonatos imunocompetentes e camundongos adultos KO para
IFN-y, Foram utilizadas fémeas SPF com 04 a 06 semanas de vida das
linhagens imunodeficientes e imunocompetentes, inoculadas com 10°
oocistos de Cryptosporidium sp por tubagem esofagica. Para a avaliacio da
dinamica da eliminacdio de oocistos de Cryptosporidium sp, as fezes dos
animais foram colhidas diariamente, durante 15 dias e armazenadas em
dicromato de potéssio 2,5% a 4°C. Para o estudo da patologia intestinal, os
animais foram sacrificados no 15° ou 44° dias ap6s a infecgiio, e retirados
segmentos do jejuno, ileo, ceco e colon para posterior avaliagdo histologica.

A analise conjunta da mortalidade dos camundongos infectados pelo
Cryptosporidium sp e da eliminagdo de oocistos indica que o perfil da
resisténcia a infecgdo nas linhagens em estudo apresentou o seguinte padrio:
C57BL/6/Uni > BALB/c/Uni > scid > bg > nude > KO.

As alteragOes histologicas no intestino das linhagens estudadas
apresentaram um perfil de severidade das lesSes na seguinte ordem: KO >
bg > nude > scid > BALB/c¢/Uni = C57BL/6/Uni.

Dentre as linhagens avaliadas, os camundongos KO foram os mais
susceptiveis a infecgdo pelo Cryptosporidium sp, quanto a mortalidade,
eliminagdio de oocistos e alteragdes histolégicas no intestino. A linhagem
C57BL/6 KO para IFN-y pode ser considerada o melhor modelo para o
estudo da criptosporidiose experimental. Estes resultados também ressaltam
a importincia do IFN-y no controle da criptosporidiose na fase aguda da
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infecgdo, assim como a importincia das células NK e linfécitos T no
controle da criptosporidiose. A comparagdo da andlise histopatologica do
scid, nude e bg sugerem que a resposta humoral tem pequena participa¢do
no controle da criptosporidiose.

Descritores: Cryptosporidium,; camundongos imunodeficientes; interferon-

gama; células natural killer; patologia intestinal.
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Abstract

Cryptosporidium is a protozoan parasite that can cause chronic life-
threatening diarrhea in immunocompromised persons. In immunocompetent
hosts, C. parvum causes a self-limiting diarrheal illness that can persist until
3 weeks.

Cryptosporidium sp isolated from a HIV - positive patient in Campinas
(Brazil) has been maintained by repeated oocyst passage through S.P.F.
suckling mice. Differences in susceptibility to cryptosporidial infections
were investigated among four immunodeficient adult mice strains:
CS57BL/6 gamma-interferon-knockout (KO), C57BL/6/Uni bg, C3H/Uni nu
and C.B-17/Uni scid. The mice were infected via oral inoculation with 10°
Cryptosporidium sp MMC oocysts and monitored for infection intensity by
collection of fecal pellets from individual mice. After 15 or 44 days, the
mice were sacrificed in order to evaluate the damage at distal jejunun, ileum,
caecum and colon.

There was differences highly significant in the fecal oocyst shedding
among KO, bg, scid, nu and adult immunocompetent controls (C57BL/6/Uni
and BALB/c/Uni). The resistance pattern concerning the mortality and
00Cysts shedding among the mice strains, was:
CS57BL/6>BALB/c>scid>bg>nude>KO.

Histological intestinal evaluation 15 days after infection, showed that

- KO mice showed pronounced histological changes and scid mice were less
infected. The response of the epithelium to cryptosporidial infection after 44
days showed signals of recovery and it was possible to suggest the following
panel concerning the recovery capacity : scid>bg>nude>KO.
The results of this study demonstrated that there is correlation between
resistance pattern and histological alterations. These findings support the
view that IFN-y, T and NK cells are very important for the control of
infection meanly during the early recovery phase against Cryptosporidium
sp infection. The results also suggest that the role of B cells in the resolution
of murine infection against Cryptosporidium is minor.

Descriptors: gama Interferon; Cryptosporidium; immunodeficient mice,
natural killer cells ; intestinal pathology.
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Introducido

1. INTRODUCAO

Em 1907, Tyzzer descreveu Cryptosporidium muris para designar um
pequeno protozoario coccidio, encontrado nas gldndulas gastricas de camundongo.
Posteriormente, em 1912, Tyzzer encontrou uma outra espécie no intestino delgado
de camundongo, descrevendo-o como Cryptosporidium parvum.

C. parvum € um protozodrio do filo Apicomplexa, pertencente a Classe
Sporozoasida, sub-classe Coccidiasina; Ordem Eucoccidiorida; Sub-ordem
Eimeriorina; Familia Cryptosporidiidae (LEVINE, 1988).

A criptosporidiose humana encontra-se documentada em 95 paises, em todos
os continentes, exceto na Antarctica, sendo considerada a zoonose emergente mais
importante da atualidade (FAYER et al, 1997).

Os primeiros casos de criptosporidiose humana foram relatados em 1976,
sugerindo um comportamento oportunista do parasito em individuos
imunocomprometidos (MEISEL et al, 1976; NIME et al, 1976).

A criptosporidiose € reconhecida como uma doenca diarréica em individuos
normais € com sistema imunolégico comprometido. A infecgio pode ser
assintomatica em individuos imunocompetentes, enquanto nos individuos
portadores de HIV ou outras desordens imunoldgicas freqiientemente a infecgdo se
torna crénica. (CRAWFORD & VERMUD, 1988).

As formas clinicas da criptosporidiose podem ser divididas em quatro
categorias: assintomética, sintomdtica, cronica e fulminante (GRIFFTHS, 1998). A
forma assintomatica € importante por causar a transmissdo endémica, tem caréter
transitério, com periodo de incubagdo de 6 dias e uma duragio de 2 a 30 dias, e
acomete individuos imunocompetentes. Na sintomatica sdo freqiientes a anorexia,
diarréia aquosa, desconforto abdominal e febre. A forma croénica é comum nos

pacientes HIV positivos, levando a desidratacio e agravamento clinico em
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Introducéo

individuos desnutridos. A forma fulminante € exclusiva em pacientes HIV
positivos ou imunossuprimidos devido a terapéutica, apresentando-se como uma
doenca semelhante ao célera (GRIFFTHS, 1998).

No estudo realizado por Blanshard et al, 1992, em pacientes infectados pelo
HIV, a prevaléncia de criptosporidiose foi de 5% do total de individuos
soropositivos para o HIV e 21% dos pacientes com sintomas clinicos. O curso
fulminante ocorreu apenas em pacientes cuja contagem de CD4+ foi inferior a 50
células/mm’; os pacientes com namero de linfécitos T CD4+ superior a 200/mm’,
ndo apresentaram criptosporidiose cronica.

A infecgdo pelo C. parvum em camundongo neonato induziu apoptose das
células do epitélio intestinal. A primeira evidéncia de que células epiteliais da base
das criptas do ileo sofrem apoptose e a discussdo do papel deste mecanismo na
patogénese da criptosporidiose foi relatada por Sasahara et al, (2003). Na resposta
imunolégica, a apoptose € um processo importante na estratégia de defesa,
participando da elimina¢do das células infectadas.

A lesdo direta do parasito associada ao recrutamento de células inflamatorias
e citocinas, podem ser os fatores de viruléncia responsaveis pelas alteracGes
morfoldgicas e bioquimicas ou funcionais que acarretam a diarréia (OKHUYSEN
& CHAPPELL, 2002). Muitos mecanismos estdo envolvidos na patogénese da
diarréia durante a infeccdo pelo Cryptosporidium sp, tais como atrofia das
vilosidades e aumento da producdo de prostaglandina pelos leucdcitos recrutados
na mucosa. De acordo com o nivel de IFN-y produzido durante a criptosporidiose,
a permeabilidade intestinal pode sofrer alteragdo, induzindo a diarréia.

Ha controvérsias se existe atividade enterotoxica do Cryptosporidium que
induza a diarréia (GUARINO et al, 1995).



Introducio

1.1 Ciclo Biolégico do Cryptosporidium sp

O ciclo de vida do Cryptosporidium apresenta muitos estagios de
desenvolvimento, com ciclos de divisdo assexuado, onde ocorrem duas geracdes
de merontes (meronte tipo I e meronte tipo II), e ciclos de divisdo sexuada com
formag8o de macrogametas e microgametas. Apés a fecundagéo, ocorre a formagéo
de oocistos. Dois tipos de oocistos sdo produzidos: um de parede espessa, que é
eliminado para o meio externo, com as fezes e outro de parede delgada, que leva a

auto infecgdo, por romper-se no intestino delgado (Figura 1).
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Figura 1 :Ciclo Biolégico do Cryptosporidium sp (http://www.cdc.gov)
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1.2 Transmissio do Cryptosporidium sp

Smith & Rose 1998, relataram que os surtos de criptosporidiose tém
ocorrido devido a transmissdo hidrica do C. parvum, pois 0s oocistos ndo sio
retidos pelos sistemas de filtros no tratamento da agua e sdo resistentes aos
produtos desinfetantes.

Algumas caracteristicas biologicas do C. parvum favorecem a sua
transmissdo pela dgua, tais como o tamanho do oocisto, rigidez da parede e sua
liberacdo ja esporulada. Um dos maiores surtos de criptosporidiose ja registrado
ocorreu em abril de 1993, nos Estados Unidos, na cidade de Milwaukee, onde
aproximadamente 400.000 pessoas foram infectadas com oocistos de C. parvum
veiculados pela dgua (MCKENZIE et al, 1994).

O CDC (Centers for Disease Control and Prevention), relatou que 71% das
doencas veiculadas pela agua, no periodo de 1993 a 1994, foram devido ao C.
parvum e Giardia lamblia (GOSTIN et al, 2000).

Franco et al, 2001, investigaram a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium e cistos de Giardia, na agua Superﬁcial do Rio Atibaia, na regifio
sudeste do Brasil. Os autores relataram que todas as amostras examinadas foram
positivas para ambos 0s protozoarios.

Em 1994, Millard et al, relataram uma epidemia de criptosporidiose em
estudantes e funciondrios de uma escola que foram contaminados por suco fresco
de magd. A incidéncia foi de 81% em 759 pessoas. Outros alimentos envolvidos
como fonte de infec¢do de casos humanos foram a salsicha crua, miados de carne
bovina e leite cru (SODRE & FRANCO, 2001).

Franco & Cordeiro, 1996, constataram a prevaléncia de 6,4% de
Cryptosporidium parvum em 310 criancas de 2 a 60 meses em creches de
Campinas. O inquérito epidemioldgico evidenciou a importincia da transmissdo
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Introducio

inter-pessoal, pois, 73,6% dos casos positivos incidiram em familias onde pelo
menos um dos pais era profissional da area de saude.

Um levantamento epidemiologico com 6548 aidéticos de 17 paises da
Europa, revelou que o principal fator de risco para a criptosporidiose estava
associado ao comportamento sexual (PEDERSEN et al, 1996).

H4 registros recentes de transmissdo de Cryptosporidium sp associado ao
contato com animais. A pesquisa foi realizada na regido de Ljubljana, Slovenia,
numa area com 587.000 habitantes durante um periodo de trés anos. Amostras de
fezes de 338 individuos com enterite aguda foram positivas para Cryptosporidium
sp. O diagnostico foi realizado por imunoflorescéncia e pela técnica de Ziehl-
Neelsen modificada. Dos 338 casos de criptosporidiose, 49 aconteceram em
decorréncia de contato direto com animais (STANTIC-PAVLINIC et al, 2003).

1.3 Espécies de Cryptosporidium sp

Morgan-Ryan et al, 2002, descreveram uma nova espécie de
Cryptosporidium baseado em dados biolégicos e moleculares. Os autores
denominaram a nova espécie de Cryptosporidium hominis n. sp. morfologicamente
idéntico ao C. parvum de genétipo 1 ou humano (H). C. hominis tem sido
registrado em mamifero marinho (Dungong dugon) e ovelhas. Experimentalmente
foi possivel infectar ovelhas, leitdes e gado (XIAO et al, 2004).

Atualmente treze espécies s3o reconhecidas dentro do género

Cryptosporidium conforme tabela 1.
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Tabela 1. Espécies de Cryptosporidium reconhecidas, com seus hospedeiros
especificos e locais primarios de infecgio.

Espécie de Hospedeiro Comprimento Largurado Locais primarios
Cryptosporidium especifico do Oocisto Oocisto de Infec¢do
predominante (um) (um)
C. andersoni Gado 6,6-8,1 5,0-6,5 Abomaso
C. baileyi Péssaros 6,0-7,5 4,8-5,7 B. de Fabricius,
cloaca
C. felis Gatos 3,2-5,1 3,0-4,0 Int. Delgado
C. hominis Homem 4,4-54 4.4-5,9 Int. Delgado
C. meleagridis  Passaro 4,5-6,9 4,2-53 Int. Delgado
C. muris Camundongos 6,5-8,7 4,6-6,3 Estdmago
C. nasorum Peixes 3,5-4,7 4,2-5,0 Estomago, Int.
Delgado
C. parvum 152 espécies de 4,5-5,4 42-52 Int. Delgado
mamiferos
C. saurophilum  Lagartixa, lagarto  4,4-5,6 4,2-5,2 Estomago, Int.
Delgado
C. serpentis Muitas espécies de 5,6-6,6 4,8-5,6 Estdmago
répteis
C. wrairi Cobaios 4,8-5,6 4,0-5,0 Int. Delgado
C. canis (*) Cées 4,95 4,71 -
C. galli (*) Galinhas 8,25 6,3 células epiteliais
do pré-ventriculo
C. molnari (*) peixes 4,72 4,47 células epiteliais

do estdmago,raro
no Int.Delgado.

Modificado de Carey et al, 2004. (*) Novas espécies conforme Xiao et al, 2004. A espécie C.
nasorum nao ¢ aceita por Xiao et al, 2004.
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1.4 Genétipos de Cryptosporidium sp

Pereira et al, 2002, compararam a patogenia dos gendtipos bovino (BoG2) e
humano (HuGl), em porcos “neonatos” gnotobidticos, administrando 1 a 10
oocistos de HuGl ou BoG2. Os periodos pré-patente e patente foram
significativamente maiores para o genétipo HuG1 do que para o genétipo BoG2.
Os animais infectados com o genétipo tipo 2 (BoG2), desenvolveram doenga
severa. Os parasitos foram visualizados no intestino por microscopia durante os
periodos pré-patente e patente. Os parasitos do gendétipo tipo 1 foram detectados no
periodo patente no ileo e colon, colonizando a superficie da mucosa.

Stantic-Pavlinic et al, 2003, mostraram dois subgenotipos de C. parvum
bovino (GPB e GPC) no homem, devido ao contato com animais. Os resultados
indicaram que existe uma heterogeneidade genética do genétipo bovino de C.

parvum em area localizada, e o gado pode ser a fonte de infec¢io para o homem.

A variabilidade genotipica entre a linhagem de Cryptosporidium sp humano
e de animais foi confirmada por Morgan et al, 1995, mediante a analise de RAPD
(Randon Amplified Polymorphic DNA). A analise genética da linhagem humana
gendtipo tipo 1 TUS502, transferida para trés hospedeiros (homem, porcos e
bezerros), apresentou comportamento estivel, sem nenhuma evidéncia da
emergéncia de uma nova subpopulagio, como observado através de PCR gendtipo-
especifico. Conforme destacaram Akiyoshi et al, 2002, esta observacio ¢
importante, pois, pode ser utilizada no delineamento de projetos de pesquisa nos
quais sdo incluidos estudos em voluntarios humanos.O estudo da viruléncia e
infectividade do C. parvum em voluntarios humanos, teve inicio em 1993, na
Universidade do Texas. Os testes foram realizados com 3 linhagens de C. parvum
tipo 2, geograficamente distintos . Foi possivel determinar a IDs, (infectividade)

de oocistos de C. parvum da linhagem de Iowa: 132 oocistos (CHAPPELL et al,
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Introducio

1996). Houve diferenga entre a IDs5, das 3 linhagens. Um ano depois, 0 mesmo
grupo de voluntérios foi exposto novamente 3 infeccdo pelo C. parvum. Tanto a
duragdo como a gravidade da diarréia mostraram-se reduzidas. A taxa de infecgio,
apos a re-exposi¢do, foi de 16% (3/19), enquanto no primeiro desafio foi 63%
(12/19). Os fatores que contribuem para a patogenicidade do Cryptosporidium e
determinam a viruléncia, podem estar associados ao estado imunitirio do
hospedeiro, espécies distintas do parasito, genétipos, e polimorfismos dentro do
mesmo gendtipo (CHAMPBELL et al, 2002).

1.5 Tratamento da criptosporidiose

Néo ha registros de drogas, vacinas ou terapia que sejam efetivas no
tratamento da criptosporidiose. A Paramomicina € uma droga utilizada para
minimizar os sintomas da criptosporidiose, com redugfo da eliminagéo de oocistos
(STEINER et al, 1997). A Nitazoxanida (NTZ), conhecida como uma droga
antiparasitéria, € utilizada no tratamento de helmintos e protozodrios, incluindo o
Cryptosporidium (GILLES & HOFFMAN, 2002).

A eficdcia da nitazoxanida e paramomicina foram estudadas em cultura de
células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney), infectada com oocistos de C.
parvum  utilizando-se em dois modelos experimentais (camundongos scid anti-
interferon-gama e leitdes). Por meio de cultura de células foi possivel evidenciar a
reducdo de 93% na taxa de crescimento de parasitos tratados com nitazoxanida (10
pg/mL) e reducdo de 80%, quando foi adotada a paramomicina (2000 ug/mL). No
estudo “in vivo” os camundongos tratados por 10 dias com paramomicina,
liberaram poucos oocistos quando comparados com camundongos tratados com
nitazoxanida. Os dois grupos de leitdes tratados com duas doses diferentes de

nitazoxanida e paramomicina apresentaram diarréia. Estas observagdes sugerem
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que a atividade da droga “in vitro” ndo assegura a mesma eficicia “in vivo”
(THEODOS et al, 1998).

Virias investigagdes relatam o uso da imunoterapia passiva  como
alternativa para a infeccio pelo Cryptosporidium. Riggs et al, 2002, concluiram
que a imunoterapia passiva tem alta eficdcia na redugfo da gravidade da infecgdo
intestinal em modelos animais imunodeficientes com criptosporidiose persistente.

Nos experimentos realizados por Abreu, 2001, em modelos
imunocompetentes neonatos, foi demonstrado que ratos isogé€nicos da linhagem F
344, tratados com colostro bovino hiperimune ou com colostro bovino normal,
reduziram o parasitismo intestinal, com menor comprometimento de mucosa
intestinal. Este tratamento utilizando camundongo C57BL/6 acarretou ligeira
redu¢do do numero de parasitos e ndo foi possivel evidenciar diferencas nas
alteragGes histopatoldégicas da mucosa intestinal.

A literatura relata o uso do colostro bovino hiperimune em criangas com
hipogamaglobulinemia congénita, para remissdo da diarréia pela criptosporidiose
(TZIPORI et al, 1986). Pacientes HIV positivos que apresentam diarréia pela
infeccdo- com C. parvum, tém utilizado o colostro bovino hiperimune, para
remissdo dos sintomas (GREENBERG & CELLO 1996).

A administrag¢éo de probidticos tem sido adotada para a remissdo da diarréia.
Em animais de laboratério foi demonstrado que a suplementagio com
Lactobacillus reuteri ou Lactobacillus acidophilus reduziu a liberagio intestinal de
oocistos de C. parvum em camundongos imunodeficientes C57BL/6, sugerindo
que Lactobacillus tém um potencial benéfico como probidtico para a resisténcia
do hospedeiro nas infec¢des pelo C. parvum. Lactobacillus acidophilus foi mais
eficaz na reducdo do numero de oocistos de C. parvum em relagdo ao
Lactobacillus reuteri, com potencial de uso no tratamento da criptosporidiose em
individuos imunossuprimidos, incluindo AIDS (ALAK et al, 1999).
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Pickerd & Tuthill 2004, relataram o primeiro caso humano de tratamento
com probiético, em paciente imunocomprometido com criptosporidiose e diarréia
aguda, com remissdo dos sintomas.

Harp et al, 1996, realizaram um ensaio em 4rea endémica de criptosporidiose
para avaliar medidas profilticas em bezerros recém-nascidos. Os animais foram
divididos em trés grupos, e receberam respectivamente uma vacina oral, um
tratamento probidtico com acido lictico e o grupo controle. Os resultados ndo
mostraram diferengas significativas na incidéncia de diarréia e liberagdo de
oocistos entre os trés grupos. Nas condigdes do campo, nem a vacina nem o
tratamento probidtico foram efetivos na prevenggio da infecgdo pelo C. parvum, em

decorréncia da grande quantidade de oocistos presentes no meio ambiente.

1.6 Camundongos Imunodeficientes de interesse no estudo da

criptosporidiose

Camundongos scid

Bosma et al, 1983, identificaram em camundongos uma mutacio recessiva
denominada SCID (Severe Combined Immune Deficiency). Posteriormente, esta
mutag8o foi mapeada no cromossomo 16 (BOSMA et al, 1989). Trata-se de uma
deficiéncia nos linfécitos T e B, resultante da atividade defeituosa da recombinase
VDJ. As células pr6-B aparecem na medula Gssea, mas ndo se desenvolvem em
pré-B e células B. No timo sdo encontrados precursores de células T, mas ndo sio
encontradas células CD3” funcionais. Poucos clones de receptor de antigenos, para
linfécitos B e T positivos aparecem em propor¢do varidvel, entre camundongos
scid jovens e velhos (BOSMA et al, 1988, CARROL & BOSMA, 1988, CARROL
et al, 1989).
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O camundongo scid é modelo para a investigacdo das relagdes entre
linfocitos B e T e outras populagdes de células como macréfagos, células NK
(Natural Killer). Este modelo pode ser reconstituido com progenitores de células
linféides normais ou linfécitos maduros, sendo possivel o estudo “in vivo” da
diferenciacdo e proliferacdo das células hematopoiéticas.

Desde a sua descri¢do, o modelo scid tem sido utilizado para o estudo de
parasitos como leishmaniose (VARKILA et al, 1993), esquistossomose (AMIRI ét
al, 1992), filiariose (NELSON et al, 1991), criptosporidiose (McDONALD et al,
1992), giardiose (GOTTSTEIN et al, 1991) e toxoplasmose (JOHNSON, 1992).

Camundongos nu

A mutagdo natural nude (recessiva - cromossomo 11) foi encontrada no
Laboratério de Virologia do Hospital Ruchill, Glasgow. Inicialmente foi descrita
apenas por causar perda de pelos, com pequena sobrevida e baixa fertilidade
(FLANAGAN, 1966). Quando nascem, os animais possuem foliculos pilosos
normais, € posteriormente ocorre a queratinizacdo no meio do foliculo impedindo
a erupgdo de pélos.

Os camundongos homozigotos apresentam um timo rudimentar
(PANTELOURIS, 1968). A auséncia do timo leva & deple¢do de linfocitos nas
dreas timo dependentes dos linfonodos e do bago, o que induz grande
susceptibilidade as infec¢bes. A populacéo linfocitdria € composta praticamente de
linfocitos B. Em camundongos nu adultos € possivel detectar linfocitos T, devido a
ocorréncia de locais de matura¢io extra timica. Este modelo torna-se importante

por ndo rejeitar transplantes alogé€nicos, xenogénicos e tumores.
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Camundongos bg

Outro modelo murino de interesse no estudo do C. parvum, é o camundongo
homozigoto beige (bg). A mutagio beige (cromossomo 13) foi induzida por
radiag8o no OaK Ridge National Laboratory e também ocorreu espontaneamente
na linhagem C57BL/6, no Jackson Laboratory (LANE & MURPHY, 1972).

Os camundongos homozigotos sdo modelos experimentais para o estudo da
Sindrome de Chediak-Higashi (LUTZNER et al, 1967). Nos camundongos
homozigotos, a cor dos olhos € clara quando nascem. A pigmentagdo das orelhas e
cauda ¢ reduzida, a pelagem é mais clara. Estes animais apresentam deficiéncia de
células Natural Killer (NK), células T citotoxicas (RODER, 1979). Os
camundongos beige sdo mais susceptiveis as infeccdes por virus (SKELLAM et al,
1981), bactérias (ELIN et al, 1974) e parasitas (KIRKPATRICK & FARRELL,
1982).

Camundongos Knockout

As mutagdes produzidas por engenharia genética “in vitro”, sdo
denominadas de knockout (KO). Os animais knockout apresentam alelos
recessivos, nfo funcionais. Isto ocorre devido a interrupcio da seqiiéncia
codificadora de um gene por uma outra seqiiéncia, portanto impede a transcricdo
normal do gene “desejado” e resulta em um alelo nfo funcional. Dentre estes
animais obtidos por manipulag¢do genética destacamos o KO para IFN-y, como um
modelo promissor no estudo das infecg¢des, principalmente pelo Cryprosporidium

por infectar se com um baixo niimero de oocistos (GRIFFITHS et al, 1998).
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1.7 Criptosporidiose Experimental

Um problema associado com o estudo experimental de criptosporidiose em
mamiferos é que muitas espécies de hospedeiros sdo susceptiveis a infeccdo com
C. parvum somente durante as 3 primeiras semanas de vida (TAGHI-KILANI et al,
1990; UNGAR et al, 1990).

Enriquez & Sterling, 1991, se propuseram a identiﬁcar um modelo animal
com potencial de uso para o estudo da infec¢do pelo C. parvum. Para tanto,
avaliaram 19 linhagens de camundongos adultos e uma de gerbil (Meriones
unguiculatus). Os resultados mostraram que somente os camundongos beige
(C57BL/6J—bgi) apresentaram nimeros significantes de parasitos no 7° dia apds a
infecgéo.

Os modelos imunocompetentes infectados quando neonatos, tais como
BALB/c e C57BL/6 apresentam resolug¢do da infec¢do, no decorrer da maturacio
do sistema imunoldgico e da colonizagdo da microbiota associada (SAVAGE et al,
1968; DAVIS et al, 1973; HARP et al, 1988).

A criptosporidiose ocorre em animais de laboratério que s@o
imunologicamente imaturos (ARROWOOD et al, 1989), ratos tratados com drogas
imunossupressoras (REHG et al, 1988), camundongos atimicos (HEINE et al,
1984), camundongos neonatos BALB/c tratados com anticorpos anti-CD4 ou anti-
CD8 (UNGAR et al, 1990), camundongos NIH-III (bg/nu/xid) (MEAD et al, 1991)
e camundongos bg (ENRIQUEZ & STERLING, 1991).

A primeira comunicagdo de criptosporidiose persistente em camundongos
atimicos (nu/nu), neonatos e adultos feita por Heine et al, 1984, evidenciaram a
importancia das células T durante a infecc¢do.

O modelo scid torna-se importante por se infectar de forma crdénica com C.

parvum ¢ desenvolver sintomas similares aos apresentados por pacientes com
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imunodeficiéncia (MEAD et al, 1991). Camundongos scid tratados com anti-
interferon-gama so usados para o estudo da infecgdo pelo C. parvum na fase
aguda, durante os vinte primeiros dias apds a infec¢@io com o parasito, quando a
infecgdo € limitada ao trato gastrointestinal. Na fase cronica da doenga, do 32° ao
47° dias ap6s a infecgdo, ocorre comprometimento hepatobiliar e dos ductos
pancreaticos (TZIPORI, 1998).

Mead & You, 1998, investigaram a susceptibilidade frente a infecgio pelo
C. parvum por duas linhagens diferentes de camundongos, ambas KO para
interferon-gama BALB/c-Ifg™@ e C57BL/6J-Ifg™@. Os camundongos BALB/c-
Ifg(m)@ desenvolveram moderada infecg¢fio com média do ntimero de parasitos 100
vezes menor do que o camundongo C57BL/6J-1fg™@.

Os camundongos KO para interferon-gama sio utilizados para o estudo da
criptosporidiose, devido ao desenvolvimento de sintomas clinicos ¢ perda de peso.
Estes animais se infectam com baixas doses de oocistos de C. parvum e sdo
necessarios apenas 10 oocistos, para que o animal desenvolva a infecgdo, sendo um
modelo importante para avaliagdo de drogas terapéuticas (GRIFFITHS et al, 1998).

As caracteristicas e diferencas imunoldgicas presentes nas linhagens
C57BL/6 KO para IFN-y, C.B-17/Uni scid, C57BL/6/Uni bg ¢ C3H/nu, permitem
a avaliagdo de subpopula¢des linfocitarias e interferon gama em cada modelo

submetido a infec¢do de uma nova linhagem humana de Cryptosporidium sp .
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2. OBJETIVOS
O objetivo principal deste trabalho foi:

« Avaliar a evoluc¢do da infecgdo experimental pela linhagem MMC, de
origem humana de Cryptosporidium sp nas seguintes linhagens de camundongos:
BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, C.B-17/Uni scid, C57BL/6/Uni bg , C3H/Uni nu e
C57BL/6 KO para IFN-y.

Os objetivos especificos no estudo da criptosporidiose experimental
encontram-se enumerados abaixo: |

1. Estabelecer a manutencdo “in vivo”i da linhagem MMC de
Cryptosporidium sp em camundongos.

2. Avaliar a dindmica de eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium
sp nas linhagens de camundongos imunodeficientes.

3. Estudar a histopatologia do Cryptosporidium sp no jejuno, ileo,
ceco e colon dos camundongos imunodeficientes e

imunocompetentes.
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3. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental 428/1 de 05.07.2002, referente a esta pesquisa, foi
aprovado pela CEEA (Comissdo de Etica em Experimentacio Animal) do Instituto
de Biologia da UNICAMP (Anexo IV). O delineamento experimental encontra-se

resumido no Quadro I.

3.1 Obtencao da Linhagem de Cryptosporidium sp

Conforme relatado por Britto et al, 2000, a linhagem MMC foi isolada a
partir de fezes humanas de um tinico paciente HIV positivo com criptosporidiése.
O material obtido de fezes diarréice;s foi armazenado em igual volume de
dicromato de potassio 5%, a 4° C. As fezes foram filtradas em gaze e tratadas
com éter etilico para a retirada da gordura. Em seguida, o material foi lavado,
varias vezes em PBS 0,01M, pH 7.2, contendo 0,2% de Tween 20, por
centrifugacdo a 1500 g durante 10 minutos a 4° C. Quando o sobrenadante
apresentou-se sem excesso de dicromato de potdssio, os precipitados foram
ressuspensos em pequenas aliquotas de 2,5 ml. A essas aliquotas adicionou-se 15
ml de solugéo saturada de sacarose, com densidade de 1,2; essa mistura foi agitada
fortemente e colocada para centrifugar a 1.500 g por 10 minutos a 4° C. Logo
apos, retirou-se a camada superior, que possuia grande parte dos oocistos. Esta
camada foi lavada varias vezes em sohig:ﬁo de PBS 0,0IM, pH 7.2, por
centrifugacfo a 1500 g durante 10 minutos a 4° C. Em seguida, o sedimento foi
suspenso em 1mL de PBS 0,01M, pH 7.2. A determinacio do numero de
oocistos/mL foi realizada em cidmara de Neubauer, pela diluigdo da suspensdo de
oocistos em solugdo de verde de malaquita a 0,16% contendo 0,1% de SDS, e

visualizag@o com microscopia de fase.
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3.1.1 Manutencdo “in vivo” da linhagem MMC de Cryptosporidium sp

A linhagem denominada MMC foi mantida em camundongos neonatos
S.P.F. (Specific Pathogen Free), imunocompetentes isogénicos das linhagens
BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, CBA/Uni, C.B-17/Uni e heterogénicos da linhagem
Swiss/Uni no periodo de dezembro/1999 a julho/2002. De novembro/2002 a
fevereiro/2004, a linhagem MMC foi mantida em camundongos de 04 a 06
semanas de idade da linhagem C57BL/6 KO para IFN- y (ANEXO I). Todos os
camundongos utilizados para a manutengdo “in vivo” da linhagem MMC de
Cryptosporidium sp foram provenientes do CEMIB - Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica. A manutenc¢do “in vivo” do Cryptosporidium foi realizada
em ambiente controlado, em isolador com manejo preconizado por Passos &
Alves (1996). Os oocistos foram obtidos do intestino dos animais sacrificados no
7° dia apoés a infecgdo. Foi realizada a maceragéo do intestino em homogeneizador
de Biozzi, em PBS 0,01M pH 7.2. Em seguida foi realizada a filtragcdo em malhas
de nylon e centrifugacdo 2 a 3 vezes a 1500 g, por 10 minutos a 4°C. A camada
superior do precipitado foi recolhida para determinagiio do nimero de oocistos,
conforme o método preconizado por PEETERS & VILLACORTA (1995). Foi
realizada a dilui¢do da suspensdo dos oocistos (20 pL) em solugdo de verde de
malaquita (80 pL), contendo SDS. O numero de oocistos foi determinado em
camara de Neubauer, e visualizados sob com microscopia de contraste de fase,
utilizando objetiva de 40X. Em cada etapa da infecg¢do experimental foi retirada
uma aliquota da suspensdo dos odcistos e armazenada em dicromato de potassio a
2,5% a4°C.

Durante a manuteng¢io “in vivo” da linhagem MMC de Cryptosporidium sp,
em alguns periodos houve a interrup¢do da infeccdo. Quando este periodo era

superior a 6 meses, foi feito um “pool” das suspensdes dos oocistos armazenados
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em dicromato de potdssio a 2,5%, referente as aliquotas anteriores. Este “pool” foi
centrifugado varias vezes, e seguia-se as etapas anteriores ja descritas. A camada
superior do precipitado era recolhida para determinagio do ntimero de oocistos,

conforme descrito anteriormente.

3.2 Modelo Experimental

Para o estudo da dindmica da eliminag8o de oocistos de Cryptosporidium sp
e patologia intestinal, foram utilizadas fémeas com 4 a 6 semanas de idade,
S.P.F. provenientes do CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigacdo
Biologica, das seguintes linhagens de camundongos:
-imunodeficientes C.B-17/Uni scid e respectivo controle imunocompetente
BALB/c/Uni
- imunodeficientes C57BL/6 Knockout (KO) para IFN-y, C3H/Uni nu, e
C57BL/6/Uni bg e respectivo controle imunocompetente C57BL/6/Uni

A colonia das linhagens citadas foram monitorizadas pela Secdo de
Controle de Qualidade Sanitédria do CEMIB conforme recomendacdo de Gilioli et
al, (1996)'; Gilioli et al, (2000).

3.2.1 Implantagio e estabelecimento da Colénia de Camundongos
C57BL/6 KO para IFN-y

Em 2001, o CEMIB recebeu da Universidade Federal de Minas Gerais 03
matrizes de camundongos Knockout para IFN-y com background de C57BL/6.
Apés pequena expansdo da colonia, os animais foram submetidos a derivacio

cesariana, em condi¢Oes assépticas em unidades isoladoras de PVC flexivel tipo
Trexler (Anexo II e Anexo III).
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3.2.2 Monitoramento dos niveis de Imunoglobulina sérica em

Camundongos C.B-17/Uni scid

As amostras de sangue dos camundongos scid foram obtidas
individualmente através de puncéo retro-orbital, sob anestesia leve. Os niveis de
imunoglobulinas nos soros obtidos foram determinados pelo método de
Immunoblot (GORDON et al, 1991). Um volume de 5pL de cada soro obtido foi
~ colocado para reagir individualmente com membrana de nitrocelulose previamente
sensibilizadas com IgG de carneiro anti-IgG de camundongo. Apds a incubagéo; a
37° C durante uma hora, foi realizada a lavagem com PBS, Tween 20 0,005%. Em
seguida foi adicionado o conjugado anti-IgG camundongo com Peroxidase, diluido
1:1.000 em PBS gelatina 0,25%. Apds a incubagdo a 37° C por uma hora, foi
realizada a lavagem em PBS, Tween 20 0,05% e a reagdo revelada com solugéo
cromogénica contendo H202 e diaminobenzidina (DAB). Foram utilizadas como
controles positivo e negativo da reagfo, respectivamente IgG de camundongo
purificada em diferentes concentracdes (de 0,15 pg/mL a 15 pg/mL) e PBS. Nos
experimentos foram utilizados camundongos SCID com nivel de imunoglobulina

sérica inferior a 2,5 ng/mL .
3.2.3 Monitoramento das células NK em camundongos C57BL/6/Uni bg

Para a valida¢do do camundongo homozigoto bg, foi usada a técnica de
fosfatase 4cida. De cada animal foi feita a pungdo da cauda para obtengdo do
esfregaco sanguineo, que foi fixado em acetona por 10 minutos. Em seguida, as
Jaminas foram incubadas em solucdo de tampdo acetato de so6dio 0,05M com -

glicerofosfato mais nitrato de chumbo em estufa a 37° C, durante 1 hora. As
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laminas foram lavadas trés vezes com 4gua destilada. Em seguida foram imersos
durante 2 minutos em solugdo de sulfeto de amonia 1%, preparada em capela no
momento de uso. Apos esta etapa, as ldminas foram lavadas seis vezes com 4gua
destilada, para serem coradas com eosina 0,5% durante 5 minutos. Finalmente as
laminas foram lavadas e apés a secagem, observou-se ao microscopio Optico
comum que as células coradas com eosina ficaram réseas e algumas com pontos
pretos, indicando reagéo fosfatase 4cida positiva evidenciando grandes linfocitos
granulosos, denominados células natural killer.

Na manuten¢@o desta linhagem, considera-se o acasalamento entre animais

bg/bg (com pelagem mais clara) com animais bg/+ (fen6tipo normal).

3.3. Infeccdo de camundongos com oocistos de Cryptosporidium sp

Fémeas SPF com 04 a 06 semanas de vida , provenientes do CEMIB, foram
infectadas com 10° ooéistos de Cryptosporidium sp por tubagem esofigica. Foram
utilizados 16 animais de cada uma das seguintes linhagens: C.B-17/Uni scid,
C57BL/6 KO para IFN-y, C3H/Uni nu, C57BL/6/Uni bg, controles
BALB/c/Uni e C57BL/6/Uni.

Os ensaios experimentais foram realizados no Departamento de‘
Parasitologia da UNICAMP, em isolador. Apds os experimentos, os materiais
retirados do isolador foram tratados antes do descarte, como padrdo de
biosseguranca. Para a descontaminagdo os materiais de laboratério foram
submetidos a fervura durante 15 minutos, antes da lavagem. Os dejetos retirados
do equipamento foram enviados para inativagdo em equipamento para tratamento

de residuos de servigo de satide, mediante ondas eletromagnéticas.
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Neste estudo foram considerados “resistentes” os animais que apresentaram
liberagdo de oocistos, de Cryptosporidium sp na fase aguda da doenga e nio

apresentaram mortalidade, no periodo de 15 dias.
3.4. Analise Morfométrica de oocistos de Cryptosporidium sp

Para a analise morfométrica dos oocistos da linhagem MMC, foi utilizado o
material obtido do intestino dos animais sacrificados no 7° dia apds a infecgio,
conforme metodologia descrita no item 3.1.1. Foram feitos esfregacos do intestino
e fezes durante as primeiras 28 passagens da infecgdo, periodo de dezembro/1999
a julho/2000. Os esfregagos foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981). As medidas de 35 oocistos
foram realizadas com auxilio de ocular micrométrica, em microscopio Zeiss. Os
resultados foram expressos como média (desvio padrio) e indice de forma,
conforme XIAO et al, (2004). ‘

3.5. Dinimica da eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium sp

As fezes dos animais adultos infectados foram colhidas diariamente, durante
15 dias, individualmente e armazenadas em dicromato de potassio a 2,5%,
mantidas a 4°C. Posteriormente, as amostras de fezes foram centrifugadas a 1500
g durante 15 minutos. Em seguida, retirou-se a camada superior, para a contagem
dos oocistos adicionando-se solu¢do de verde de malaquita a 0,16%, contendo
0,1% de SDS. O niimero de oocistos foi determinado em cimara de Neubauer, sob
microscopia de contraste de fase (PEETERS & VILLACORTA, 1995).
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O peso corporal individual dos camundongos, devidamente identificados
por marcagdo auricular, foi registrado em balanga semi-analitica, no inicio e ao

final deste experimento.

3.6 Avaliacio Histologica

Seis animais de cada uma das linhagens de camundongos estudadas foram
sacrificados por deslocamento cervical, no 15° ou 44° dias apos a infecgdo. Os
segmentos do intestino (jejuno, ileo, ceco e colon) foram imersos em fixador Bouin
aquoso. O tecido foi incluido em parafina para cortes de 5 um e corados com HE
(Hematoxilina-eosina). Para a captura de imagem, os cortes histolégicos foram
fotografados em Microscopio Zeiss Axioplan, acoplado ao microcomputador com

software Axiophoto 2.

3.7 Analise Estatistica

O estudo estatistico da eliminagdo de oocistos de Cryptosporidium sp. foi
realizado mediante a comparagio das médias obtidas em cada uma das amostras,
referente aos dias 6°, 9 °, 12° ¢ 15° dias ap6s a infecgdo. Este periodo esta
associado com a mortalidade dos animais e eliminago dos oocistos nas fezes. Foi
utilizado o procedimento de Anilise de Varidncia (ANOVA) e comparagdes
pareadas pelo método de Tukey, com nivel de confianca de 95%. As anilises

foram realizadas através do software estatistico Minitab — Versdo 13.
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3.8 Delineamento Experimental

Linhagem MMC de
Crypinsporiditm sp
{Britto et. al., 2000)

1- Fezes de Paciente HIV positivo
cam ariptosporidiose )

Sy

2- Manutencéo do  ___, 3- Infecgéio
/ Cultivo "in vivo" " Experimental \
da linhagem MMC de

Crypfosporidivm sp

. £

1

7% dia apds a infeccéo {7} Infecgao Experimental com 105 oocistos da
finhagem MMC de Crypfosporidium sp em
mocielos

Extrair os oocistos do intestino imunodeficientesfimunocompetentes.

‘ 1-Andlise Morfoméirica
2- Evolugéo da infecgdo.
Quantificar os oocistos 3- Dinémica da Eliminagéo de Qocistos de
- CryDECSpOriitm sp.
4- Peso corporal dos Animais
Infectar os neonatos 5- Patologia Intestinal.

1

87° passagem da infecgéo

[ e !

{*1 Em cada passagem da
infecg&o experimental, foi retirads
uma aliquota da suspensédo dos
oocistos do intestino e

armazenada em dicromato de R
potassio a 2.5% a 4°C. Camindongos Sacrificados no 15° e 442

dias apds a infecgéo.

Hesg .
' o Haturd
y ey

i

Segmertos ;: {%‘;m
4- Andlise Estatistica do Infestino 3 ceco
4~ colon

Quadro I - Delineamento Experimental
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4. RESULTADOS
Os resultados séo apresentados na forma de artigo para publicagio:

Capitulo 1: Dindmica da eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium sp em

linhagens de camundongos imunodeficientes.

Autores: ALVES, D. P.; BRITTO, M. H. S. S.; GUARALDO, A. M. A.

Submetido & publicagdo, em 15.06.2004, na revista Biotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimento, indexada nas seguintes bases de dados: AGRIS (International
Information System for the Agricultural Sciences and Technology) da FAO e
AGROBASE (Base de Dados da Agricultura Brasileira).

Capitulo 2: Patologia intestinal em camundongos imunodeficientes
infectados com a linhagem humana MMC de Cryptosporidium sp.
Autores: ALVES, D. P. & GUARALDO, A. M. A.

Este artigo sera submetido a publicagio.
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Capitulo 1

DINAMICA DA ELIMINACAO DE OOCISTOS DE Cryptosporidium sp
EM LINHAGENS DE CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES.

* Delma Pegolo Alves — CEMIB — Centro Multidisciplinar para Investigagdo
Biolégica — Unicamp. INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS.

* Maria Helena Seabra Soares de Britto — Departamento de Farmacia —
Universidade Federal do Maranhio. INSTITUTO DE BIOLOGIA -
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS.

Ana Maria Aparecida Guaraldo - CEMIB - Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biologica — Unicamp. Departamento de Parasitologia, INSTITUTO
DE BIOLOGIA - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS.

* Doutorado em Parasitologia, Instituto de Biologia — Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP, Campinas, SP.
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1. INTRODUCAO

Em 1907, TYZZER descreveu Cryptosporidium muris para designar um
pequeno protozoario coccidio, encontrado nas gldndulas géstricas de camundongo.
TYZZER, em 1912, descreveu uma nova espécie Cryptosporidium parvum. Por
meio de infecgdo experimental em camundongos, ele demonstrou que o C. parvum
desenvolvia somente no intestino delgado, e os oocistos eram menores em relacdo
aos oocistos do C. muris. (FAYER et al, 1997).

Somente em 1976 foram relatados os dois primeiros casos de
criptosporidiose humana, sugerindo um comportamento oportunista do parasito em
individuos imunocomprometidos (NIME et al, 1976). |
| Em individuos imunocompetentes e com sistema imunologico
comprometido, a criptosporidiose ¢ reconhecida como uma importante doenga
diarréica. Geralmente a infecgio pode ser assintomdatica em individuos
imunocompetentes, enquanto nos individuos portadores de HIV ou outras
desordens imunoldgicas, freqiientemente a infecgdo se torna crénica (TZIPORI et
al, 1986).

As caracteristicas clinicas da criptosporidiose sdo bem descritas. A doenca
- pode apresentar quatro formas: assintomatica, importante por causar a transmissio
endémica, transitéria ocorrendo em individuos imunocompetentes, com periodo de
incubagdo de 6 dias e uma duragdio de 2 a 30 dias. Na forma sintomatica sio
freqiientes a anorexia, diarréia aquosa, desconforto abdominal e febre. A forma
cronica é comum nos pacientes HIV positivos, levando a desidratacdo e
agravamento clinico em individuos desnutridos. A forma fulminante é exclusiva de
pacientes HIV positivos ou imunossuprimidos devido & terapéutica, apresentando-

se como uma doenga semelhante ao célera (GRIFFITHS, 1998).
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Morgan-Ryan et al, 2002, descreveram uma nova espécie de
Cryptosporidium, considerando as diferencas  biologicas e moleculares,
denominando a de Cryptosporidium hominis. Anteriormente, esta espécie era
conhecida como gendtipo humano de C. parvum, genétipo 1 ou gendtipo H.

Alguns estudos consideram que esta nova espécie nio infecta camundongos,
ratos, cdes e bezerros. Porém, a infec¢do com o C. hominis foi reportada em
mamifero marinho Dugong dugon e ovelhas, experimentélmente foi demonstrada
em ovelhas, gado e leitdes (XIAO et al., 2004).

Os surtos de criptosporidiose tém ocorrido devido a transmissdo do C.
parvum pela 4dgua, pois os oocistos ndo sdo retidos pelos sistemas de filtros no
tratamento da dgua e s&o resistentes aos produtos desinfetantes (SMITH & ROSE,
1998).

Um dos maiores surtos de criptosporidiose ja registrado ocorreu em abril de
1993, nos Estados Unidos, na cidade de Milwaukee, onde aproximadamente
400.000 pessoas foram infectadas com oocistos de Cryptosporidium parvum
veiculados pela 4gua (MCKENZIE et al, 1994).

Franco et al, 2001, realizaram uma investigagdo sobre a ocorréncia de
oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia, na Regido Sudeste do Brasil, em
agua superficial do rio Atibaia. Os autores relataram que todas as amostras
examinadas foram positivas para ambos os protozoarios.

Experimentalmente a criptosporidiose ocorre em animais de laboratdrio que
sdo imunologicamente imaturos, ratos tratados com drogas imunossupressoras,
camundongos atimicos, camundongos tratados com anticorpos anti-CD4,
camundongos NIH-III (bg/nu/xid) e camundongos bg (TZIPORI & GRIFFITHS,
1998).

Um problema associado com o estudo experimental da criptosporidiose em

mamiferos € que muitas espécies de hospedeiros sdo susceptiveis a infecgdo com
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C. parvum durante as trés primeiras semanas de vida (UNGAR et al, 1990). Os
camundongos imunocompetentes das linhagens BALB/c e C57BL/6 infectados ao
nascer, apresentam resolugdo da infec¢dio no decorrer da maturagio do sistema
imunoldgico e da colonizagdo da microbiota associada (HARP et al, 1988).

Enriquez & Sterling, 1991, se propuseram a identificar um modelo animal
com potencial de uso para o estudo da infecgdo pelo C. parvum. Para tanto,
avaliaram 19 linhagens diferentes de camundongos adultos ¢ uma de gerbil
(Meriones unguiculatus). Os resultados mostraram que somente os camundongos
beige (C57BL/6J-bg)), apresentaram ntimeros significantes de oocistos no 7° dia
apds a infecgdo.

O modelo scid torna-se importante por se infectar cronicamente com C.
parvum e desenvolver sintomas similares aos apresentados por pacientes com
imunodeficiéncia (MEAD, et al, 1991). Camundongos scid tratados com anti-
interferon-gama sdo usados para o estudo da infecgio pelo C. parvum, na fase
aguda durante os vinte primeiros dias apds o desafio com o C. parvum, quando a
infecgdo € limitada ao trato gastrointestinal. Na fase cronica da doenga, do 32° ao
47° dias ap6s a infec¢do pelo C. parvum, ocorre comprometimento hepatobiliar e
dos ductos pancreaticos (TZIPORI et al, 1995).

Os camundongos knockout (KO) para IFN-y (interferon-gama), sdo
utilizados para o estudo da criptosporidiose, devido ao desenvolvimento de sinais
clinicos e perda de peso. Estes animais se infectam com baixas doses de oocistos
de C. parvum, com apenas 10 oocistos o animal desenvolve a infeccio, tornando-
se um modelo importante para avaliagdio de drogas terapéuticas (GRIFFITHS et
al, 1998).

Com base nas diferencas imunoldgicas entre as linhagens de camundongos

C57BL/6 KO para IFN-y, C.B-17 scid, C57BL/6 bg e C3H nu, o presente estudo
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tem como objetivo a avaliacdo da dindmica da eliminagfo de oocistos da linhagem

MMC de Cryptosporidium sp em animais adultos.

2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental n°428/1 referente a esta pesquisa foi aprovado pela
CEEA (Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal) do Instituto de Biologia da
UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas.

2.1 Manutengio “in vivo” da linhagem MMC de Cryptosporidium sp

Conforme relatado por Britto et al, 2000, a linhagem MMC foi isolada a
partir de fezes humanas de um tnico paciente HIV positivo com criptosporidiose,
do Hospital das Clinicas da Unicamp. A manutengdo desta linhagem foi realizada
em camundongos neonatos S.P.F. (Specific Pathogen Free), imunocompetentes
isogénicos das linhagens BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, CBA/Uni, C.B-17/Uni e
heterogénico da linhagem Swiss/Uni no periodo de dezembro/1999 a julho/2002. A
partir de novembro/2002 a fevereiro/2004, a linhagem MMC foi mantida em
camundongos de 04 a 06 semanas de idade da linhagem C57BL/6 KO para IFN-y.
A manutengdo “in vivo” do Cryptosporidium sp foi realizada em ambiente
controlado, no isolador, com manejo preconizado por Passos & Alves (1996). Os
oocistos foram obtidos do intestino dos animais sacrificados no 7° dia apés a
infecgdo. Foi realizada a maceragfo do intestino em homogeneizador de Biozzi,
com soluc@o salina tamponada 0,01M pH 7.2. Em seguida foi realizada a filtragio
em malhas de nylon e centrifugagio 2 a 3 vezes a 1500 g, por 10 minutos a 4°C. A
camada superior do precipitado foi recolhida para determinacio do niimero de
oocistos (PEETERS & VILLACORTA, 1995). Foi feita a diluigio da suspensdo
dos oocistos (20 uL) em solugdo de verde de malaquita (80 pL), contendo SDS. O
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n° de oocistos foi determinado em cimara de Neubauer, com microscopia de

contraste de fase, utilizando objetiva de 40X.

2.2 Infeccio de camundongos imunodeficientes com oocistos de

Cryptosporidium sp

Fémeas SPF com 04 a 06 semanas de vida , provenientes do CEMIB, foram
infectadas com 10’ oocistos de Cryptosporidium sp por tubagem esofigica. Foram
utilizados 10 animais de cada uma das seguintes linhagens imunodeficientes:

- C.B-17/Uni scid; linhagem imunocompetente controle BALB/c/Uni
- C57BL/6 KO para IFN-y, C3H/Uni nu, C57BL/6/Uni bg; linhagem
imunocompetente controle C57BL/6/Uni.

As col6nias das linhagens citadas foram monitorizadas pela Secdo de
Controle de Qualidade Sanitiria do CEMIB, com metodologia descritas por Gilioli
etal, 1996 e Gilioli et al, 2000. |

Os ensaios experimentais foram realizados no Departamento de
Parasitologia da UNICAMP, em unidade isoladora de PVC flexivel tipo Trexler.
Apobs os experimentos, os materiais retirados do isolador foram tratados antes do
descarte, como padrio de biosseguranca. Para a descontaminag¢fo, os materiais de
laboratério foram submetidos a fervura durante 15 minutos, antes da lavagem. Os
dejetos retirados do equipamento foram enviados para inativacdo em equipamento
para tratamento de residuo de servigo de saiide mediante ondas eletromagnéticas.

Para este estudo foram considerados “resistentes” os animais que
apresentaram libera¢o de oocisto de Cryptosporidium sp na fase aguda da doenga

€ ndo apresentaram mortalidade, no periodo de 15 dias.
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2.3 Anilise Morfométrica de oocistos de Cryptosporidium sp

Para a andlise morfométrica dos oocistos da linhagem MMC, foi utilizado o
material obtido do intestino e fezes dos animais sacrificados no 7° dia apés a
infecgdo, conforme metodologia descrita (item 2.1). Foram feitos esfregagos
durante as primeiras 28 passagens da infec¢do, no periodo de dezembro/1999 a
julho/2000. Os esfregacos foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981). As medidas de 35 oocistos foram
realizadas com auxilio de ocular micrométrica, em microscopio Zeiss. Os
resultados foram expressos como média (desvio padrdo), e indice de forma
conforme XIAO et al, (2004).

2.4 Dinamica da eliminagdo de oocistos de Cryptosporidium sp

As fezes dos animais adultos infectados foram colhidas diariamente, durante
15 dias, individualmente e armazenadas em dicromato de potadssio na concentragio
final de 2,5%, mantidas a 4°C. Posteriormente, as amostras de fezes foram
centrifugadas a 1500 g durante 15 minutos. Em seguida, retirou-se a camada
superior, para a contagem dos oocistos adicionando-se solu¢do de verde de
malaquita a 0,16%, contendo 0,1% de SDS. O nimero de oocistos foi determinado
em cidmara de Neubauer, sob microscopia de contraste de fase (PEETERS &
VILLACORTA, 1995). O peso corporal individual dos camundongos,
devidamente identificados por marcag8o auricular, foi registrado em balan¢a semi-

analitica, no inicio e ao final do experimento.

32



Resultados

2.5 Analise Estatistica

O estudo estatistico da eliminagdio de oocistos de Cryptosporidium sp foi
realizado mediante a comparagio das médias obtidas em cada uma das amostras,
referente aos dias 6°, 9 °, 12° e 15° ap6s a infecgdo. Este periodo est associado
com a mortalidade dos animais e eliminag¢fo dos oocistos nas fezes. Foi utilizado o
procedimento de Analise de Varidncia (ANOVA) e comparagdes pareadas pelo
método de Tukey, com nivel de confianga de 95%. As analises foram realizadas no

software estatistico Minitab — Versio 13.

3. RESULTADOS

A dimens&o de 35 oocistos de Cryptosporidium sp (média e desvio padrio),
foram as seguintes: comprimento 4,91 +0,44um e largura 5,85 +0,35um. O indice
de forma (C/L) obtido foi 0,84.

Foi possivel estabelecer a manutengdo do cultivo “in vivo” da linhagem
humana MMC de Cryptosporidium sp em camundongos neonatos
imunocompetentes, e camundongos adultos C57BL/6 KO para IFN-y. Esta
linhagem de Cryptosporidium sp encontra-se na 67° passagem da infec¢io e
mantém alta infectividade .

Para a implantagdo e manutengdo do cultivo “in vivo” do Cryptosporidium
sp, correspondente ao periodo de Dezembro/1999 a fevereiro/2004, foram
utilizados 1265 animais, entre camundongos neonatos das linhagens BALB/c/Uni,
C57BL/6/Uni, CBA/Uni, C.B-17 /Uni, Swiss/Uni, ¢ camundongos adultos
C57BL/6 KO para IFN-y, em ambiente controlado (Fig.1).

Considerando a taxa de mortalidade nos animais imunodeficientes e

imunocompetentes (Tabela I), nfo houve morte na linhagem SCID, assim como no
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controle. Os camundongos nude, KO e bg apresentaram mortalidade no 11° dia
apos infecgdo.
Tabela I — Mortalidade de camundongos imunodeficientes e imunocompetentes

infectados com 10’ oocistos de Cryptosporidium sp.

Linhagens de Camundongos Mortalidade (%)

C.B-17/Uni scid 0
BALB/c/Uni 0
C57BL/6 KO para IFN-y 40
C57BL/6/Uni bg 20
C3H/Uni nu 40
C57BL/6/Uni 0

Fig. 1 Oocistos da linhagem humana MMC de Cryptosporidium sp em esfregaco
de suspensio fecal de camundongos neonatos da linhagem BALB/c/Uni.

Coloragdo Ziehl-Neelsen. Aumento 40X .
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O comportamento das linhagens imunodeficientes e imunocompetentes,

quanto a liberagdo de oocistos nas fezes, é mostrado na Fig. 2.

BOda.l.
O012%d.a.i.
O15%d.a.

socistos x 1F

Cs7BL/E KO nude bg BALBfc  scid

* Significative (p<0,05) Linhagens de camundongos

Figura 2 - Dinidmica da eliminac¢do de oocistos de Cryptosporidium sp em
camundongos imunodeficientes: KO, nude, SCID, bg e imunocompetentes
BALB/c/Uni e C57BL/6/Uni no 6°, 9°, 12° e 15° dia apés a infecgiio (d.a.i.) com

10° oocistos.
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4. DISCUSSAO

A manutengfo da linhagem de origem humana de Cryptosporidium sp em
camundongos SPF, ainda nfio foi descrita no Brasil e tornou-se uma fonte de
antigeno para diagnostico da criptosporidiose.

Um dos fatores limitantes para entender a biologia do C. parvum é a
dificuldade de obtengdo de amostras purificadas de varios estigios de
desenvolvimento intracelular do parasito. Conseqiientemente, muitas pesquisas
com o parasito procuram caracterizar e identificar os antigenos expressos na
superficie das formas invasivas, tais como esporozoitos e merozoitos (WIDMER et
al, 2002).

O isolamento da linhagem MMC de Cryptosporidium sp em camundongo
propicia a padronizagdo de um gendtipo, possivelmente humano como fonte de
antigenos para diagnoéstico e infecg¢do de cultura de células.

Atualmente s8o reconhecidas treze espécies de Cryprosporidium (XIAO et
al, 2004). As medidas obtidas dos oocistos da linhagem MMC, comprimento 4,91
10,44pm e largura 5,85 £0,35um sugerem que a linhagem MMC, de origem
humana se enquadra dentro da espécie Cryptosporidium hominis, conforme
CAREY et al, 2004. No entanto, o indice de forma (C/L) obtido foi de 0,84,
divergindo das observagdes de XIAO et al, 2004, que indica para C. hominis indice
de forma 1,15. Porém, a andlise morfométrica nio pode ser usada como
ferramenta para classificacdo das espécies de Cryptosporidium, pois além dos
pardmetros biolégicos, deve-se considerar principalmente as diferencas genéticas
(MORGAN-RYAN et al, 2002; FALL et al, 2003).

A hipétese de se tratar de Cryprosporidium hominis, pode ser sustentada

pelos resultados de Mclauchlin et al, 1999, quando comparado com C. parvum.
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Outra diferenga entre C. hominis e C. parvum é quanto a liberagdo de
oocistos. O estudo conduzido por Mclauchlin et al, 1999, em 218 pacientes, com
diagnoéstico de diarréia, demonstrou que os pacientes que apresentaram infec¢do
pelo C. hominis liberaram maior quantidade de oocistos, em relagdo aos pacientes
que se infectaram pelo C. parvum.

Todos os camundongos utilizados neste estudo foram classificados na
categoria VAF (Virus Antibody Free), pelos resultados de monitorizag¢do sanitéria.
Desta forma foi assegurada a infecg¢fo “in vivo” sem a interferéncia de outros
~ patdgenos murinos. Poucos sdo os relatos de interferéncia do Cryptosporidium na
pesquisa experimental associado a outros patégenos em camundongos H4 autores
que relataram o efeito sinérgico do Cryptosporidium parvum , isolado CPB-0, com
rotavirus em leitdes SPF (ENEMARK et al, 2003).

Dentre as linhagens dé camundongos imunodeficientes estudadas, a
linhagem scid apresentou resisténcia a infecg¢do pelo Cryptosporidium sp, quando
comparada com as outras linhagens imunodeficentes. Os nossos resultados
corroboram com Hayard et al, 2000, que comprovaram a importincia do IFN-y
para a sobrevida do scid . |

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

O estudo da agfio de citocinas durante a infecgdo pelo Cryptosporidium
parvum em camundongos knockout (KO) para IL-4, IL-10, IL12 e CCRS, com
background de BALB/c, evidenciou as diferengas entre as linhagens, pois os
animais KO mostraram-se resistentes (CAMPBELL et al, 2002). Os autores
também observaram que o KO para IL-12, com “background” de C57BL/6,
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quando infectado com 100 oocistos, apresentou alta susceptibilidade, liberando
grandes quantidades de oocistos, em relagio as outras linhagens knockout. Apos
dués semanas 0 KO para IL-12 foi capaz de controlar a infec¢do, sugerindo que a
IL-12 € um importante indutor de IFN-y.

Os camundongos nude mostraram controle parcial da infeccdo. Nossos
resultados encontram respaldo nos trabalhos de Rasmussen & Healey, 1992, foi
demonstrado que a auséncia de linfocitos T em modelos animais estabelece a
infec¢do pelo Cryptosporidum parvum. Conforme descrito pelos autores, os
camundongos CD4" apresentam perfil de infecgfo semelhante aos camundongos
nude.

Ungar et al, 1991, avaliaram o papel de INF-y, células CD4 ¢ CD8 em
camundongos adultos BALB/c nude submetidos a tratamento com anticorpo
monoclonal. Os autores demonstraram que o controle da infecgdo requer a
producdo de IFN-y e contribuicdo do linfécito CD4. Na defesa do hospedeiro
contra a infec¢do pelo Criptosporidium sp, também é acionado um mecanismo
independente de linfécitos T, no qual os macréfagos ativados induzem a secrecdo
de IFN- v, pelas células NK (BANCROFT & KELLY, 1994).

A andlise estatistica da eliminagfio de oocistos no decorrer da infeccéo
evidenciou que a linhagem KO para IFN-y apresentou significativamente maior
liberag@o de oocistos em todos os periodos. A linhagem nude superou a linhagem
controle apenas no 6° dia ap6s infecgfo, apresentando diferencas significativas em
relagdo a linhagem scid. No 15° dia ap6s infecgdo, houve diferenca significativa
entre as linhagens de camundongos bg e scid comparada aos respectivos
controles. E importante destacar que a linhagem imunocompetente mais refratiria a
infec¢do foi C57BL/6/Uni, que apresentou oocistos apenas no 9° dia, enquanto a

linhagem BALB/c/Uni apresentou oocistos no 6°, 9° e 12° dias ap6s a infecgio.
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A literatura relata que as linhagens de Cryptosporidium sp estudadas até o
momento, mesmo as de origem humana, sdo mantidas em bezerros, por varios
anos. No estudo de Griffiths et al, 1998, utilizando o camundongo KO para IFN-y
com “background” C57BL/6, o pico de eliminacio de oocistos aconteceu no 9° dia
apos a infec¢do. Em nossos resultados, a linhagem MMC de Cryptosporidium sp,
no mesmo modelo evidenciou maior eliminagdo de oocistos no 6° dia apds a
infec¢do, uma caracteristica que sugere tratar-se gen6tipo humano.

Foi possivel constatar que ndo houve controle da infecgdo pela linhagem
KO, enquanto a linhagem bg apresentou uma resposta tardia quanto a »eliminagﬁo
dos oocistos associada a significativa perda de peso no 15° dia apols a infecgdo
(dados nio mostrados).

A andlise conjunta da mortalidade dos camundongos imunodeficientes
infectados pelo Cryptosporidium sp. e da eliminagfo de oocistos (Fig.2) indica
que o perfil de resisténcia a infec¢do nas linhagens estudadas obedece o seguinte
padrdo: C57BL/6/Uni > BALB/c/Uni > scid >bg > nude > KO.

Os resultados indicam a importincia do interferon-gama, linfocitos T e

células NK na resisténcia a infecgfo pelo Cryptosporidium sp.

39



Referéncias Bibliograficas

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BANCROFT, GJ. & KELLY, J.P. Macrophage activation and innate resistance to
infection in SCID mice. Immunobiology, v.191, p.424-31, 1994.

BRITTO, M.H.S, ALVES, D.P. FREITAS, F.F.T. & GUARALDO, AM.A.
Isolamento de Cryptosporidium parvum de fezes de paciente HIV positivo e

manuten¢do do isolado humano em camundongos. IN: Congresso Brasileiro
da Ciéncia de Animais de Laboratdrio, VII, 3-6/12/2000, Campinas.

-~ CAMPBELL, L.D., STEWART, JN. & MEAD, J.R. Susceptibility to
Cryptosporidium parvum infections in cytokine and chemokine-receptor
knockout mice. The Journal of Parasitology, v.88, p.1014-16, 2002.

CAREY, CM,, LEE, H. & TREVORS, J.T. Biology persistence and detection of
Cryptosporidium parvum and Cryptosporidium hominis oocyst. Water
Research. v.38, p.818-862, 2004.

ENEMARK, H.L., BILLE-HANSEN,V. , LIND P., HEEGAARD P.M., VIGRE,
H., AHRENS, P. & THAMSBORG, S M. Pathogenicity of Cryptosporidium

parvum- evaluation of an animal infection model. Veterinary Parasitology,
v. 113 p.35-37, 2003.

ENRIQUEZ, F.J., & STERLING, C.R. Cryptdsporidz’um Infections in inbred
strains of mice. Journal Protozoology, v.38, p.100-02, 1991.

FALL, A., THOMPSON, R.C., HOBBS, R.P., MORGAN-RY AN, U. Morphology
is not a reliable tool for delineating species within Cryptosporidium. The
Journal of Parasitology, vol.89, p.399-402, 2003.

FAYER, R., SPEER, C. & DUBEY, J. The general biology of Cryptosporidium,
p.1-41. IN: R. Fayer ( ed), Cryptosporidium and Cryptosporidiosis. CRC
Press, Inc., Boca Taton, Fla. 1997.

FRANCO, R.B.,, ROCHA-EBERHARDT, R. & CANTUSIO NETO, R. Ocurrence
of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts in raw water from the Atibaia
River, Campinas, Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical do
Estado de Sio Paulo, v.43, p.109-111, 2001.

40



Referéncias Bibliograficas -

GILIOLL R., SAKURADA, J K., ANDRADE, L. A.G.,, KRAFT, V., MEYER, B.
& RANGEL H.A. Virus mfectlon in rat and mouse colomes reared in

Brazilian animal facilities. Laboratory Animal Science, v.46, p-582-84,
1996.

GILIOLL R., ANDRADE, L.A.G., PASSOS, L.A.C,, SILVA, F.A., RODRIGUES,
D.M., GUARALDO, A.M.A. Parasite survey in mouse and rat colonies of
Brazilian laboratory animal houses kept under different sanitary barrier

conditions. Arquivo Brasileiro de Medicina Veteriniria e Zootecnia,
v.52, p.33-37, 2000.

GRIFFTHS, J.K. Human Cryptosporidiosis: epidemiology, transmission, clinical
disease, treatment and diagnosis. Advances in Parasitology. v.40, p. 37-85,
1998.

GRIFFITHS, JK., THEODOS, C., PARIS, M., & TZIPORI, S. The gamma
interferon gene Knockout mouse a highly sensmve model for evaluation of

therapeutic agents against Cryptosporidium parum. Journmal of Clinical
Microbiology. v.36, p. 2503-2508, 1998.

HARP, J.A.,, WANNEMUEHLER, M.W., WOODMANSEE, D.B. & MOON, H.W.
Susceptlblhty of germ-free or ant1b10t1c-treated adult mice to Cryptosporidium
parvum. Infection And Immunity, v.56, p. 2006-2010,1988.

HENRIKSEN, S.A., POHLENZ, J.F.L. Staining of Cryptosporidia by a modified
Ziehl-Neelsen techmque Acta Veterinary Scanddinavian, v.22, p.594-596,
1981.

MACKENZIE, W.R., N.J. HOXIE, M.E. PROCTOR, M.S. GRADUS, K.A.
BLAIR, D.E. PETERSON, J.J. KAZMIERCZAK, D.G. ADDISS, K.R. FOX,
J. B. ROSE, ET AL. A massive outbreak in Milwaukee of Cryptosporidium
infection transmitted through the public water supply. The New England
Journal of Medicine, v.331, p.161-167, 1994.

McLAUCHLIN, J., S. PEDRAZA-DIAZ, C. AMAR-HOETZENEDER & G.L.
NICHOLS. Genetic characterization of Cryptosporidium strains from 218
patients with diarrhea diagnosed as having sporadic cryptosporidiosis.
Journal of Clinical Microbiology, v.37, p.3153-3158, 1999.

41



Referéncias Bibliograficas

MEAD, J.R., ARROWOOD, M.J.,, SIDWELL, R.W. & HEALEY, M.C. Chronic
Cryptosporidium parvum infections in congenitally immunodeficient SCID
and nude mice. The Journal Of Infectious Diseases, v.163, p.1297-1304,
1991.

MEAD, J.R. & YOU, X. Susceptibility differences to Cryptosporidium parvum
infection in two strains of gamma interferon knockout mice. The Journal Of
Parasitology, v. 84, p.1045-1048, 1998.

MORGAN-RYAN, UM, FALL, A., WARD, L.A., HIJJAWI, N., SULAIMAN,
I, FAYER, R., THOMPSON, R.C.,, OLSON, M., LAL, A, XIAO L.,
Cryptosporidium hominis n. sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) from
Homo sapiens Journal Eukaryotic Microbiology, v.49, p. 433-440, 2002.

NIME, F., BUREK, J., PAGE, D., HOLSCHER, M. & YARDLEY, J. Acute
enterocolitis in a human infected with the protozoan Cryptosporidium
Gastroenterology, v.70, p.592-598, 1976.

PASSOS, L.A.C. & ALVES, D.P. Isoladores. IN: Manual para Técnicos em
Bioterismo. De Luca, RR., Alexandre, SR., Marques, T., Souza, NL.,
Merusse, JLB. e Neves, S. P. (eds) 22 ed. Sdo Paulo, p.27-34, 1996.

PEETERS, J. & VILLACORTA, 1. Cryptosporidium. IN: EUR 16602 — Guidelines
on Techniques in coccidiosis research. J. Eckert, R. Braun, M.W. Shirley, P.
Coudert Ed. Luxembourg. p. 202-240, 1995.

RASMUSSEN, K. & HEALEY, M. Experimental Cryptosporidium parvum
infections in immunosuppressed adult mice. Infection And Immunity, v.60,
p. 1648-1652, 1992.

SMITH, H.V. & ROSE, J.B. Waterborme Cryptosporidiosis: Current status.
Parasitology Today, v.14, p.14-22, 1998.

TZIPORI, S., ROBERTON, D., CHAPMAN, C., - Remission of diarrhoea due to

cryptosporidiosis in an immunodeficient child treated whith hyperimmune
bovine colostrum. British Medical Journal, v.293, p.1276, 1986.

42



Referéncias Bibliograficas

TZIPORI, S., RAND, W. & THEODOS, C. Evaluation of a two-phase a scid
mouse model preconditioned with anti-interferon-gamma monoclonal

antibody for drug testing against Cryptosporidium parvum. The Journal of
Infectious Diseases, v.172, p. 1160-1164, 1995.

TZIPORI , S. & GRIFFITHS, J. Natural history and biology of Cryptosporidium

parvum . IN: Advances in Parasitology — Opportunistic Protozoa in Humans.

Baker, J.R., Mullrt, R., Rollinson, D. & Tzipori, S. eds. Academic Press Ltd.
London, v.40, p.6-36, 1998.

UNGAR, B.L, BURRIS, J., QUINN, C. & FINKELMAN, F. New mouse models

for chronic Cryptosporidium infection in immunodeficient hosts. Infection
and Immunity, v.58, p. 961-969, 1990.

UNGAR, B.L, KAO, T.C., BURRIS, JA. & FINKELMAN, FD.
Cryptosporidium infection in an adult mouse model. Independent roles for

IFN-gamma and CD4+ T lymphocytes in protective immunity. The Journal
of Immunology, v.3, p.1014-1022, 1991.

WIDMER, G., LIN, L., KAPUR, V., FENG, X. & ABRAHAMSEN, M. S.

Genomics and genetics of Cryptosporidium parvum: the key to understanding
cryptosporidiosis. Microbes and Infections v4, p. 1081-1090, 2002.

XIAO, L., FAYER, R., RYAN, U. & UPTON, S. J. Cryptosporidium Taxonomy:

Recent Advances and Implications for Public Health. Clinical Microbiology
Reviews, v.17, p.72-97, 2004.

43



Resultados

Capitulo 2

PATOLOGIA INTESTINAL EM CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES
INFECTADOS COM A LINHAGEM HUMANA MMC de Cryptosporidium

sp.

* Delma Pegolo Alves - CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigaco
Biologica — Unicamp. INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS.

Ana Maria Aparecida Guaraldo - CEMIB - Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica — Unicamp. Departamento de Parasitologia, INSTITUTO
DE BIOLOGIA — UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS.

e Doutorado em Parasitologia, Instituto de Biologia — Universidade Estadual
de Campinas — UNICAMP, Campinas, SP.

44



Resultados

RESUMO

A infecgdo com o coccidio do género Cryptosporidium, tem sido relatada
no homem e nos animais . Este protozoario infecta o trato gastrointestinal
causando a criptosporidiose.

A criptosporidiose tem sido reconhecida como o agente causador da diarréia
em individuos com sistema imunologico comprometido, principalmente em
pacientes HIV positivos. Nos individuos imunocompetentes, o Cryptosporidium
pode causar uma diarréia auto limitante, que pode persistir até 3 semanas.

A patogenicidade intestinal da linhagem MMC de Cryptosporidium, isolada
de paciente HIV positivo, na cidade de Campinas, foi estudada em 4 diferentes
linhagens de camundongos adultos imunodeficientes: C.B-17/Uni scid, C57BL/6
KO para IFN-y, C3H/Uni nu, C57BL/6/Uni bg, infectados com 10’ oocistos de
Cryptosporidium sp por tubagem esofigica. Os animais foram sacrificados no 15°
ou 44° dia ap6s a infec¢do para andlise histologica. A patogenicidade foi
analisada no jejuno, ileo, ceco e colon associada com a dindmica da
eliminacdo de oocistos.

No 15° dia apés a infec¢o, os resultados dos camundongos KO
evidenciaram acentuada alteracdo histoldgica, sendo que os camundongos
scid foram mais resistentes. O perfil de severidade histopatologica da
infecgdo resultou na seguinte seqiiéncia: KO>bg>nude>scid. Apds o 44° dia
de infeccdo, a capacidade de recuperagfio do epitélio intestinal foi maxima na
linhagem scid € minima em nude e KO.

Nossos resultados sugerem que o IFN-y, células NK e células T , sdo
mais importantes do que linfécitos B no controle da infec¢do durante a fase
aguda da criptosporidiose.

Descritores: Crypfosporidium; interferon-gama; camundongos Knoukout;
patogenicidade; histologia.
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ABSTRACT

Infections with coccidia of the genus Cryptosporidium have been reported in
animals and humans. This protozoan parasite infects the gastrointestinal tract of
animals and humans, causing Cryptosporidiosis.

Due to emergence of Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS),
cryptosporidiosis was recognized as a causative agent of diarrhea in individuals
with impaired imune systems. However, in immunocompetent hosts,
Cryptosporidium causes a self-limiting diarrheal illness that can persist until 3
weeks.

Intestinal pathogenicity of the isolate named MMC of Cryptosporidium sp
from patient HIV+, was studied in 4 different mice immunodeficients strains.
C57BL/6 gamma-interferon-knockout (KO), C57BL/6/Uni bg, C3H/Uni nu and .
C.B-17/Uni scid were infected via oral inoculation with 10° oocysts . Mice were
euthanized after 15 or 44 days after infection for histologic analysis. Pathogenicity
was analysed at distal jejunun, ileum, cecum and colon associated with the kinetics
of oocyst shedding.

Histological intestinal examination 15 days after infection, showed that KO
mice exibited pronounced histological changes and scid mice were less infected.
The sequence of alterations instestinal due to infection was KO>bg>nude>scid.
The response of the epithelium to cryptosporidial infection after 44 days showed
signals of recovery. It was possible to suggest the following panel concerning the
recovery capacity: scid > bg > nude > KO .

These results support the view that IFN-y, Natural Killer and T cells are
more important than B cells for the control of infection during the early phase
against Cryptosporidium sp infection.

Descriptors: Cryptosporidium; gamma-interferon-knockout; mice; pathogenicity;

histological.
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1. INTRODUCAO

Cryptosporidium ¢ um protozodrio coccidio, oportunista que causa diarréia
tanto em individuos imunocompetentes como em individuos imunodeficientes. A
duracgdo e severidade dos sintomas clinicos dependem da resposta imunologica do
hospedeiro.

Na infecg@o sintomética, em individuos imunocompetentes, ocorre diarréia
liquida com ou sem muco, raramente com sangue ou leucdcitos, perda de peso e
desidratagdo. Outros sintomas relatados sdo: dor abdominal, febre moderada
(<39°C), nausea, vomito, dores de cabega, fadiga e anorexia.

A criptosporidiose em individuos imunocomprometidos, especialmente em
pacientes HIV positivo, estd associada com diarréia, que é fregiientemente mais
severa do que em pacientes immunocompetentes, sendo um fator que pode levar a
morte. Nestes individuos, a diarréia sintomatica é marcada por grandes volumes de
fezes que excedem seis litros por dia. Nos individuos imunodeficientes, o
protozoario pode colonizar locais extraintestinais do hospedeiro como esbfago,
estdmago, vﬁgado, pancreas, vesicula biliar e conjuntiva do olho. Na infeccdo
respiratéria, ocorre tosse, respiragdo ofegante com chiado e rouquiddo. Infecgdes
em outros locais podem resultar em hepatite, pancreatite, colecistite e conjuntivite.
As alteragdes histologicas nas infeccdes entéricas estd bem caracterizada pela
atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas e infiltrado de células inflamatdrias
na ldmina prépria. Similar infiltracdo de células inflamatorias tem sido reportada
em outros orgdos (FAYER et al, 1997).

A diarréia tem sido explicada por alguns mecanismos, como diSruptura da
superficie das microvilosidades, levando a menor absor¢do intestinal e digestdo

(BIRD & SMITH,1980). Outro mecanismo ¢ a atividade de uma enterotoxina
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produzida pelo parasita ou hospedeiro (ARGENZIO et al, 1993; OKHUYSEN &
CHAPPELL, 2002).

Eichelbeger et al, 2000, avaliaram a participagfo de linfocitos T gama-delta
na mucosa intestinal de camundongos com criptosporidiose. Os autores mostraram
que ha aumento na propor¢do de células T gama-delta na 14mina prépria em
camundongos infectados e estas células contribuem para a protegio do hospedeiro.

Na resposta a infecgdo, o hospedeiro pode ativar um mecanismo no qual a
resposta das células T helper (Th), serd direcionada para citocinas mediadas por
células Thl inflamatérias, IFN-y e IL-12. A resposta por células Th2 auxiliares esta
associada com producdo de IL-4, IL-5 e IL-10 (ABBAS et al, 1996). Na
criptosporidiose, anticorpos  anti-IFN-y administrado em camundongos
imunocompetentes, induz aumento na reproducio do parasito. A eliminagdio do
parasito tem como fator importante a IL-12 e IFN-y (THEODOS et al, 1997).

As citocinas pro-inflamatérias também estio envolvidas no mecanismo da
diarréia, através do aumento da permeabilidade do epitélio induzindo a produgio
de prostaglandinas (GAGINELLA et al, 1995).

Os antigenos de adesdo na superficie do parasito atuam na jungdo do
esporozoito com a célula do hospedeiro, para a formag¢io do vaciolo parasitéforo.
As moléculas de adesdo, como CSL associada com o complexo apical do
esporozoito € merozoito e outros fatores de adesdo CP47, CPS-500, GP900,
GP15/45/60, GP25-200 auxiliam na fixa¢do do parasito na célula do hospedeiro
(CAREY et al, 2004).

Considerando a importincia de sub-populagdes linfocitdrias no controle da
criptosporidiose e a existéncia de modelos animais com deficiéncia de
determinados clones celulares, julgamos oportuno avaliar as alteracSes intestinais
em camundongos imunodeficientes SCID, KO para interferon gama , nude e bg
infectados com oocistos de Cryptosporidium sp da linhagem humana MMC.
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2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental (428/1) referente a esta pesquisa foi aprovado pela
CEEA (Comiss3o de Etica em Experimentagio Animal) do Instituto de Biologia da
UNICAMP.

2.1 Manutencio “in vivo” da linhagem MMC de Cryptosporidium sp

Conforme relatado por Britto et al, 2000, a linhagem MMC foi isolada a
partir de fezes humanas de um tnico paciente HIV positivo com criptosporidiose,
do Hospital das Clinicas da Unicamp. A manutencdo desta linhagem foi realizada
em camundongos neonatos S.P.F. (Specific Pathogen Free), imunocompetentes
isogénicos das linhagens BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, CBA/Uni, C.B-17/Uni e
heterogénico da linhagem Swiss/Uni no periodo de dezembro/1999 a julho/2002. A
partir de novembro/2002 a fevereiro/2004, a linhagem MMC foi mantida em
camundongos de 04 a 06 semanas de idade da linhagem C57BL/6 KO para IFN-y.
A manutengdo “in vivo” do Cryptosporidiitm sp foi realizada em ambiente
controlado, no isolador, com manejo preconizado por Passos & Alves (1996). Os
oocistos foram obtidos do intestino dos animais sacrificados no 7° dia apds a
infec¢do. Foi realizada a maceragdo do intestino em homogeneizador de Biozzi,
com solugio salina tamponada 0,01M pH 7.2. Em seguida foi realizada a filtragdo
em malhas de nylon e centrifugacio 2 a 3 vezes a 1500 g, por 10 minutos a 4°C. A
camada superior do precipitado foi recolhida para determinacdo do numero de
oocistos (PEETERS & VILLACORTA, 1995). Foi feita a diluicdo da suspenséo
dos oocistos em solugdo de verde de malaquita a 0,16%, contendo 0,1% de SDS.
O n° de oocistos foi determinado em cidmara de Neubauer, com microscopia de
contraste de fase, utilizando objetiva de 40X.
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2.2 Modelo Experimental

Foram utilizadas fémeas com 4 a 6 semanas de idade provenientes do Centro
Mﬁltidisciplina.r para Investigacdo Biologica (CEMIB) da Unicamp livres de
patogenos especificos (SPF) das linhagens de camundongos imunodeficientes:
- C.B-17/Uni scid; linhagem imunocompetente (controle) BALB/c/Uni
- C57BL/6 KO para IFN-y, C3H/Uni nu, C57BL/6/Uni bg; linhagem
imunocompetente (controle) C57BL/6/Uni.

As coldnias das linhagens citadas foram monitorizadas pela Secdo de
Controle de Qualidade Sanitiria do CEMIB, com metodologia descritas por Gilioli
et al, 1996 e Gilioli et al, 2000.

2.3 Infeccao Experimental

Fémeas SPF com 04 a 06 semanas de idade, provenientes do CEMIB, foram
infectados com 10’ oocistos de Cryptosporidium sp mediante tubagem esofagica.
Foram utilizados 6 animais de cada uma das seguintes linhagens: KO para IFN-y,
nude, scid, bg, BALB/c/Unie C57BL/6/Uni.

O mesmo procedimento foi adotado para infeccio de neonatos de
BALB/c/Uni, de ambos os sexos, de 2 a 3 dias de vida. Os neonatos foram
sacrificados no sétimo dia de infec¢do e o intestino delgado foi processado para
avaliacdo histologica.

Os ensaios experimentais foram  realizados no Departamento de
Parasitologia da Unicamp. Ap6s os experimentos, os materiais foram retirados do
isolador e tratados antes do descarte, como padrio de biosseguranc¢a. Os materiais
de laboratério foram submetidos & fervura durante 15 minutos, e os dejetos
contaminados foram enviados para inativagdo, em equipamento para tratamento de
residuo de servigo de saude, mediante ondas eletromagnéticas
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2.4 Avaliacio Histologica

Seis animais de cada linhagem de camundongos estudada foram
sacrificados por deslocamento cervical, no 15° ou 44° dias ap6s a infeccio.
Segmentos do intestino (jejuno, ileo, ceco e colon) foram imersos em fixador
Bouin aquoso. Da mesma forma foram preparados os tecidos de 6 neonatos com 7
dias de infec¢do. Apds inclusdo em parafina, foram feitos cortes de 5 um e
corados com HE (Hematoxilina-eosina). Para a captura de imagem, os cortes
histolégicos foram fotografados em Microscopio Zeiss AXIOPLAN, aboplado ao
microcomputador com software AXIOPHOTO 2.

3. RESULTADOS

Os animais do grupo controle das linhagens BALB/c/Uni e C57BL/6/Uni,
infectados com 10> oocistos de Cryptosporidium sp, ap6s o 15° dia de infecgio,
mostraram-se sensiveis nas porg¢Oes apicais das vilosidades, sem gravidade de
erosdo profunda (prancha I). No 44° dia apds a infecgdo, as duas linhagens
apresentaram recuperacéo plena (prancha IT )

As pranchas III, IV, V e VI referem-se respectivamente a avaliagdo
histologica de jejuno, ileo, ceco e colon dos camundongos scid , KO, nu e bg no
15° e 44° dia apos a infecgdo pelo Cryptosporidium sp.

O ceco de todas as linhagens imunodeficientes no 15° dia ap6s a infeccgo,
apresentou um quadro de infec¢do aguda. No 44° dia, todas as linhagens
apresentaram recuperagdo parcial (prancha V). Por tratar-se de um 6rgdo pouco
responsivo, o ceco ndo foi incluido na tabela I.

A avaliagdo histolégica do intestino delgado de camundongos neonatos

imunocompetentes da linhagem BALB/c/Uni no 7° dia apés a infecgdo com 10°
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oocistos de Cryptosporidium sp, mostrou uma infecgio aguda precoce, com
destrui¢do das vilosidades e quadro de erosio profunda; os camundongos KO
apresentaram o mesmo quadro de infec¢@o aguda no jejuno (prancha VII).

Os segmentos do intestino delgado e colon dos camundongos da linhagem
scid foram avaliados no 70° dia ap6s a infecgdo, evidenciando plena recuperagio
(prancha VIII).

Na Tabela 1 encontra-se o quadro resumido da fase de infeccdo e as
~ principais alteragdes histologicas encontradas no: jejuno, ileo e colon das
linhagens scid, KO, nu e bg no 15° e 44° dia apds a infecgdo pelo Cryptosporidiﬁm
sp.
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Prancha I - Microfotografia de jejuno, ileo, ceco € colon de camundongos BALB/c/Uni e
C57BL/6/Uni no 15° dia apés a infecgfio com 10° oocistos de Cryptosporidium sp. Aumento
objetiva 10x. BALB/c/Uni — jejuno — responde & infecgfio, proximo esfoliagdio do epitélio (A),
C57BL/6/Uni - jejuno — sensivel a infecg8o, lise parcial da porgdo apical das vilosidades (B),
BALB/c/Uni — ileo — sensivel & infec¢éio (C), C57BL/6/Uni — ileo — sensivel a infecgdo com
pouca lise das vilosidades na por¢éo apical (D), BALB/c/Uni — ceco — sensivel a infec¢do (E),
C57BL/6/Uni — ceco — recuperagdo (F), BALB/c/Uni — colon- recuperago (G), C57BL/6/Uni —
colon — recuperacéo (H).
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Prancha II - Microfotografia de jejuno de camundongos BALB/c/Uni e C57 BL/6/Uni.
Aumento objetiva 10x.

BALB/c/Uni — jejuno — controle (A), C57BL/6/Uni — jejuno — controle (B), BALB/c/Uni —
jejuno no 44° dia apds a infecgdio com 10° oocistos de Cryptosporidium sp. Com recuperacio
plena (C), C57BL/6/Uni jejuno no 44° dia ap6s a infecgdo com 10° oocistos de
Cryptosporidium sp. Com recuperacio (D).
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BALB/c/Uni CSVBLE
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Prancha IIT - Microfotografia de jejuno de camundongos C.B-17 scid, C57BL/6 KO para INF-y,
C3H nu e C57BL/6 bg no 15° e 44° dia apods infecgdo (d.a.i) com 10° oocistos de
Cryptosporidium sp. Aumento objetiva 10x. Scid — 15° (d.a.i) infecclio aguda (A), Scid - 44°
(d.a.i) recuperagdo (B), KO - 15° (d.a.i) infecgdio aguda precoce quadro de erosdo profundo com
destruicdo das vilosidades (C), KO - 44° (d.a.i.) em regeneracio, h4 tragos de recuperacdo (D),
nude - 15° (d.a.i.) infecgfo aguda precoce com erosio acentuada (E), nude - 44° (d.a.i.) ha
demonstragdo de recuperagfio com lise das por¢des apicais das vilosidades (F), bg - 15° (d.a.i.)
infecgdo aguda precoce: destruicio das vilosidades com extrusio das criptas (G), bg - 44° (d.a.i.)
recuperagdo atrasada (H).
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Prancha IV - Microfotografia de ileo de camundongos C.B-17 scid, C57BL/6 KO para INF-y,
C3H nu e C57BL/6 bg no 15° ¢ 44° dia apos infecgdo com 10’ oocistos de Cryptosporidium sp.
Aumento objetiva 10x. Scid — 15° (d.a.i.) infec¢@o aguda lise das vilosidades (A), scid — 44°
recuperacdo das vilosidades (B), KO — 15° (d.a.i) infecgfio aguda, lise parcial das vilosidades:
conservagdo das criptas (C), KO — 44° (d.a.i) infecgdo demonstrada pela escamagcio excessiva,
ha numerosas vilosidades integras, ha tragos de recuperagdo (D), nude — 15° (d.a.i.) infecgéo
aguda lise parcial das vilosidades, conservacdo das criptas (E), nude — 44° (d.a.i.) recuperacio
parcial das vilosidades (F), bg — 15° (d.a.i.) infec¢do aguda, lise imediata das vilosidades (G), bg
—44° (d.a.i.) pouca recuperacio da infecgdo (H).
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Prancha V — Microfotografia de ceco de camundongos C.B-17 scid, C57BL/6 KO para INF-y,
C3H nu e C57BL/6 bg no 15° ¢ 44° dia ap6s infecgéio com 10° oocistos de Cryptosporidium sp.
Aumento objetiva 10x. Scid (A), KO (C), nude (E), bg (G) no 15° (d.a.i.) apresentam o mesmo
quadro de infeccio aguda. Scid — 44° (d.a.i.) demonstra quadro de recuperagdo (B), linhagens
KO (D), nude (F), bg (H) no 44° (d.a.i.) demonstram quadro de recuperagdo parcial.
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Prancha VI - Microfotografia de colon de camundongos C.B-17 scid, C57BL/6 KO para INF -Y,
C3H nu e C57BL/6 bg no 15° e 44° dia ap6s infecgdo com 10° oocistos de Cryptosporidium sp.
Aumento obejtiva 10x. Scid — 15° (d.a.i.) infecgdo aguda (A), scid — 44° (d.a.i.) criptas integras
com lise celular apical (B), KO -15° (d.a.i.) infecgdo aguda, erosfio acentuada das criptas (0), KO
—44° (d.a.i.) recuperagdo parcial (D), nude — 15° (d.a.i.) erosdo apical excessiva com descamagdo
(E), nude — 44° (d.a.i.) recuperacfio parcial (F), bg — 15° (d.a.i.) infecgdo aguda com escamagio
mantém preservagdo das criptas (G), bg — 44° (d.a.i.) plena recuperagio (H).
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BALB fe/lni (neonato) EC (adulta)

Prancha VII — Microfotografia de jejuno de camundongos BALB/c/Uni e KO. Aumento
objetiva 10x. Camundongos BALB/c/Uni infectados no 2° dia de vida com 10° oocistos
de Cryptosporidium sp, e sacrificados no 7° dia ap0s a infecgdo, com quadro de infecgéio
aguda precoce (A, B). Camundongos KO, com 6 semanas de vida infectados com 10°
oocistos de Cryptosporidium sp, e sacrificados no 15° dia apos a infecg¢do, com destruicio
das vilosidades, quadro de erosdo profunda, denotando infecgdo aguda precoce (C,D).
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Prancha VIII — Microfotografia de jejuno (A) e colon (B) de camundongo C.B-17 scid.
Aumento objetiva 10x. No 70° dia apds a infeccéio com 10° oocistos de Cryptosporidium sp,
evidenciando recuperagéo.
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Resultados

4. DISCUSSAO

Em todas as linhagens de camundongos imunodeficientes foi possivel
observar que no 15° dia ap6s a infecgdo, houve maior alteragio histopatologica no
intestino delgado. Conforme relatado por Greenberg & Cello, (1996) o protozoério
coloniza o trato gastrointestinal principalmente no duodeno e ileo, ¢ com menor
freqiiéncia o colon e reto.

Os camundongos scid infectados com a linhagem MMC de Cryptosporidium
sp responderam 4 infecgdo com compromentimento maior do jejuno e colon, tanto
no 15° como no 44° dias apds a infeccdo, reproduzindo a infec¢do humana,
observada em pacientes HIV positivos.

A criptosporidiose severa em paciente HIV positivos normalmente estd
associada & presenca do Crypfosporidium no segmento proximal do intestino
delgado e no colon. Na biopsia pode ser vizualizado infiltrado inflamat6rio na
lamina prépria e atrofia das vilosidades (CLAYTON et al, 1994).

A patogénese da criptosporidiose resulta em danos na superficie luminal e
resposta imune da mucosa a infecgfo. Ocorre a infiltragéo da ldmina prépria pelos
linfécitos, macrofagos e neutréfilos, e também atrofia das vilosidades, hiperplasia
das criptas e formacdio de células epiteliais de escamagdo ( MACDONALD,
2000).

Os experimentos conduzidos por Theodos et al, (1997) com camundongos
KO para IFN-y demonstraram que este modelo desenvolveu marcante destruicdo
da mucosa intestinal, eliminou grande quantidade de oocistos, apreséntou perda de
peso e morte no 10° dia ap6s a infecgdo. Resultados similares foram observados
em nossos experimentos, com mortalidade dos camundongos KO para IFN-y, no

11° dia ap6s a infecgio.
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A dinimica da eliminagdo de oocistos de Cryptosporidium sp utilizando
estas linhagens imunodeficientes revelou que a linhagem KO € a mais susceptivel
a infec¢do pelo Cryptosporidiun sp (ALVES et al, 2004).

A produgdo de IFN-y pelas células NK ¢ importante na resisténcia a infecgéo
pelo parasito. Em camundongos infectados com virus, bactérias e parasitos, o pico
de atividade das células NK ¢ entre o 3° e 5° dias apds a infecgdo, retornando ao
nivel basal no 7° dia (BANCROFT, 1993; SCOTT & TRINCHIERI, 1995).

O modelo bg, imunodeficiente para células NK, possivelmente nio
desencadeou a producdo de IFN-y, o que justifica a mortalidade precoce (ALVES
et al, 2004), e a recuperagdo tardia na mucosa do intestino principalmente no ileo.
A sobrevivéncia de camundongos bg pode estar associada a resposta Th2, que
parece ser protetora, conforme resultados obtidos com camundongo B6 IL4” |
knockout para interleucina- 4 (AGUIRRE et al, 1998).

As alterages histologicas apresentadas pelo camundongo nude foram
semelhantes a0 KO para IFN-y. A severidade das lesdes pode estar relacionada
com a auséncia de subpopulagdes de linfocitos T na resposta Thl e Th2.

Os resultados da linhagem scid e nude apresentam concordincia com Taghi-
Kilani et al, (1990) que avaliaram o papel do anticorpo na resposta ao
Cryptodporidium sp, no modelo de camundongo BALB/c neonatal deficiente de
célula B. Os autores sugeriram que a resposta humoral especifica “in vivo” na
resolugdo da infecglio murina é sem importincia. Entretanto outros autores
adotando outro modelo de camundongo deficiente de célula B (TCR alpha-/-)
demonstraram que o linfécito B ¢ necessirio para a inducio das lesGes
inflamatérias do intestino (WALTERS et al, 2000).

A infec¢do de camundongos imunodeficientes com a linhagem MMC
evidenciou que sdo necessérias células T, NK e IFN-y para a resisténcia a infeccio
pelo Cryptosporidium sp. |
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5. CONCLUSOES

A observagdo da evolugdo da  criptosporidiose em linhagens de

camundongos imunodeficientes permitiu as seguintes conclusdes:

1- Foi possivel estabelecer a manutengfo “in vivo” da linhagem humana MMC de
Cryptosporidium sp em camundongos neonatos de linhagem imunocompetente, e
também em camundongos adultos C57BL/6 KO para IFN-y. Os camundongos KO
demonstraram ser o melhor modelo para o estudo da infecgdo pelo

Cryptosporidium sp.

2- Ficou constatado que durante a manutengdo “in vivo” da linhagem MMC de

Cryptosporidium sp, ndo houve perda da infectividade do Cryptosporidium sp.

3- O perfil das linhagens de camundongos estudadas, quanto a mortalidade e maior
liberagéo de oocistos indicou o seguinte padrio:
KO > nude > bg > scid > BALB/c > C57BL/6.

4- IFN-y e os linfocitos T sdo importantes no controle da criptosporidiose,

principalmente na fase aguda da infecgo.

5- Os resultados das linhagens nude e scid sugerem que a resposta humoral tem

pequena participagédo no controle da criptosporidiose.

6- Existe correlagéo entre a quantidade de oocistos Cryptosporidium sp liberados e

a patologia intestinal nas linhagens imunodeficientes.
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7- Na fase aguda da criptosporidiose, todas as linhagens de camundohgos
imunodeficientes apresentaram quadro de infeccio aguda com alteragbes
histoldgicas no jejuno e ileo tais como: lise parcial e imediata até destrui¢do das
vilosidades e extrusdo das criptas. As linhagens de camundongos que

apresentaram maior comprometimento histopatolégico foram KO, bg € nude.
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Anexo I - Manutencio do Cultivo “in vivo” do Cryptosporidium sp.
, ryptosp Y

Dezembro/1999 (1* infecgfio 14/12/99)
(2° infecgio 10/01/00)

<« 617 camundongos neonatos imunocompetentes.
28 passagens consecutivas de infecc3o.

Julho/2000

s Maio/2001

< 465 camundongos neonatos mmunocompetentes.
20 passagens consecutivas de infeccdo.

E2 Outubro/2001

Maio/2002

< 130 camundongos neonatos imunocompetentes.
8 passagens consecutivas de infecgo.

Julho/2002 (Histerectomia KO)

Novembro/2002

<20 camundongos adultos C57BL/6 KO para IFN-y
4 passagens consecutivas de infeccéo.

& Dezembro/2002

<« Junho/2003

18 camundongos adultos C57BL/6 KO para IFN-y
3 passagens consecutivas de infecgio.

Janeiro/2004
<15 camundongos adultos C57BL/6 KO para IFN-y
4 passagens consecutivas de infecgdo.

Fevereiro/2004
86

wLegenda

[ JPeriodo sem infecgio \
Oocistos de Cryptosporidium sp.
mantidos em dicromato de potassio a
- 2,5% a4°C.

E&8 Periodo - Manutengdo do Cultivo “in |
vivo” do Cryptosporidium.

. Total de animais utilizados para a

Manutencdo do Cryptosporidium sp. no
periodo de Dezembro/1999 3

. Fevereiro/2004 = 1265.
| 67 passagens consecutivas de infecgdo.




Anexos
Anexo II: Alves, D. P., Passos, L.A.C., Guaraldo, A. M. A & Zanfolin, M. Capitulo 25
Gnotobiologia IN: Animais de Laboratério — Criagdo e Experimentagdo De Andrade, A.,
Pinto, S. C., Oliveira, R. S. (org.) Editora Fiocruz. p.211- 224, 2002.

imais de Laboratorio

Criagio € expermmentacio

Antenor Andrude

Sergio Cortea Pinto
Rosilene Sanmos de Oliveira
Organivadores
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Antuars or Lassron

1956 ~ National Meeting of the Animal Care Panel. Revners propoe o uso-de coldnias de animas & Specitic
Pathogen Free (SPF) como modelo para pesiposg biomédica, em decorrénea da o shdade do
aniinal derivads das colonias de unidades isoladoras.

1957 - Trexder & Rewnolds: desenvolvem o primeire soludor flexive com baixe custo.

1954 ~ Second Svinposiug an Guowbiotic Technology, abordando hnportincia dos animais SPF e da
Flore Definida no desemvolvimento «a ciéncta.

1960 — Udhazueio de animais wmeﬁu ma rederivacio de estoques de aninis de empresas privadas ¢

aermfres para pesuis

comercidizacio dos primetros animais .
1962 — Thiwd Svmpostm on Gnotwhiote Tec hrtology. Dn evero pmmqmmm 110 pescpusadores em

su sobreaniinais gnotobidions, Nessa década,

apresentacdo de wabalhos, mesasreconda ¢ dhc it
mais de 40 laboratdrios # estavam wilizando isoladores flexi
comercializavam roedores gnatobisticos.
1962 — Trexder: deixa o Albent Einstein College of Medicine para desenvabver isoladores hospitalares.
1966 — Trexler ¢ o Staff da Roval Vetetinary College. desenvolvem isoladores para animais de grande porte,

eis € 4 cinpresas privadas

A GNOTOBIOLOGIA NO Brasi

No Brasil, em 1961, as pesquisas em gnotobiologia faram iniciadas pelo professor Dr Enio Cardillo
Vieira, na Universidade Federal de Minas (;erzm com projete sobre crescimento e reprodugio de cammu;u
Biewphiaria glabrata emcondicoes axénicas, criadas em nibosde ensaio. Posteriormente, os caramitjos axénicos
foram culthados em isoladares de ph\uw flexivel, Em 1979, o pesquisador imporiou uma colonia de
camumdonigos axénicos da Universidade de Nowe Dame (EUAJ e, desde enti. diversos wabalhos @1 sido
reatizados wilizande esses animais.

CLASSIFICACAO SANITARIA DOS ANIMAIS

A classificacdo dos znimais de laboratirio estd relacionada ao tips de biotério: aberio {aniniais
sanitariamonte. nio definidos) ou fechado . fcom uma complexidade varidvel do sisiema de barreiras, capuiz de
manter coldnias sanitariamente: definidas).

Axexie {crrsrres): otalmente Hivres de Rora mierohiana associadda, mantidos em amidade woladora.

Gaorosioneo: com flora microbrana assoctada definida.
Ser: fivres
Cons: G

de barreiras.
Var: Virus Amibody Free. S50 animais que ndo possuem anticorpos virais sorologicamente demonsirives.

de patigenos espeiihens,
tian Obtained Barrier Svstem. Sao animais detivados de cesatiana e mantidos sol sistema

OrirTivos DA GNOTOBIOLOGIA

A snotebiologia apresenta. unia vaste aphicacio, possibilitando a daboracio de ensaios. eXperiientis
mulddisciplinares. Entretanso, algunsdos objetivos padem ser claramente evidenciadus. Dentre dles destacamaos:

o dle matrizes livies. de patdgenos na derivacio de novas colémias. de anfiwais an biotéro pur

pesiyaisa bioldgiea:

a4
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Loty

- chucidagio das imer-relaches entie o hostededro ¢ sus lor microbiana asseciada:

flora vier estuide de fendimenas bioldgicos.

- eliminacio da interferéncia desse

CoMPARACAO ENTRE ANIAIS CONVENCIONALS E GERMFREE

A il

floa quante @ mochific

do ¢ & comparagio enie ariuals eovencionais & gemsfree mostiam 2 infludnck ¢ o papel da

coes qualitativas do contendo gistrico, & anatomia do mho cligestive. & fisiedegla

red. i modificacao dosistena imupitino vt weira, Easas o lificacies

ligestiviz, além doefeiin b

euvelverm o b i Wi

cestive ¢ o iratn ntestinal, exposto 3 who cho yricro

A seguin destacaroms o efcitos iporantes em nivel de fisiologia geral ¢ v cloito Larseira,

Frspongiy GERLL

s animads serait corporal Tgals a0s aHImIS Conver Wi,

. (7
g

pfce APTESCIEATD CLESCIMENTo, PEsd ¢ 1er

No animal germfrve, o coracli € niguorn € como conseqiienei cnibén o sio o fundonanento cardiseo, o fuso
de sanate para a peke. figado ¢ intestno ¢ o-consng de oxigénio.

Conforsie deserito por Gerdon {1985}, os animals germfrec apresentam paredes capilares & abveotares no

A matugacio sexual no gerinfree € s lenta,

prlmiu menes espe

Arveracors po Teso Drastive

Nos ainals axénicos, o conteddo ceoad tem.um pH o, e virarle da ausencia dos deidos: graxos
volitels produzidos peo metabolisnio Fermentatve da wicrollom ntestinal. :
& o convencional. A anséricia de miertlons. nao

N hi diferenica Tistoldgica cswomueal entre o grmfree

e madificicaes de peso € da estrurs hisiolagica do plnercas, A rordloga dis intestitn delgado no rato € vy

Sludas reacnloendoteliais:

cobsata axénions difere pedo peso menon Mucoss friads fisa e v populicie menor il
a siperficie i mcosa intestinal, no rao axenico, € 30% menor, sendo wior pas, partes médm € inderior <o
imestine delgade, As vilostdadles sio malores na patte 'prx?ximai € MEROTEs 1A PArie dissal oo intestine delgado.

Estuclos de microgralis- eletrbnica mostraram qtic & microvifosidades apreseniam COMPRMENIo menor 1

aflors. O dearéscimo em relacio ap axénico ¢ de A% nu <nodeno, 9% i jeuno e {895 na tleo.
os aind apresentam plmeros reclozidos

presenca da mic
No animalaxénico, o wrinsito imtestimal € lento, Os animmads axén
de placas de Pever ¢ de plsmacitos.

Ergrro Barkeiu
A fora bacteriana intesting] normad protege © hesperdeiro contra 3 instalacdo de agentes patngénicos.
genios € denominada efeito de-ehminacio on de Brarreira.

Fsse fendmeno de rejeicio dos microorganismaos ¢

DEscRICAO Do ISOLADOR EQUIPAMENTO

ApRESENTACES DOs CoMPONEXTES BAstCos bo Tsoranon.

Para spue haja <heitncia no isolamento. do animal diranie o ensaio expenmental, o OHIPAMENHY deve
APrEsenlar as seguinles esULings hundametitais.
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Az ok Lassomarorio

Esrrtrira provomi, cokpn o £\vELOPE - deve sers do ponte de vista dpiico. tansparente para melhor

visualizacko dos dnimais no e
varicdude de miaterial 2

or do equipamento. Nos equipamcrmos Sestveis, urilizase iz srande
tico comie pofietlene, polipropilenc, recderide
(PYVCY ¢ o nuterial mais comum prara a confeccio do equipamento. Os isolaclores precisan ter PVC de
espessira lina, resisucin ¥ puptara ¢ caniter agnico. Devern gasbén: apresentar @ vantgen de ajusur-se

soliuretano; no entania, o Jebxoln

facilinenic & pressio dumnte o marico.

Os isobadores rigidos sia confeccinniados em ago imox. PVC dgido. b de vidro, sendo.assime fortes ¢

resistentes. Apresentam incomveniente gm relagio @ restricio aos movimentos dooperadon. Para determinadas

?Ed 'ftilﬁ.

espécies de animais { por exempli, asoaves], adatasse solylnres tigidns on SEamH-pig
PORTo BE PAssaGRy - ¢ o focal através do qual s materiais sio introchzidos.¢ retrados do soladar. O pono

eleve possuir chdmetre ¢ localizacio, d cacorlo conas necessidudes do ensaio expierimental. As extreridades

externa ¢ nterna do porto de passagem sio revestidas por membranas plisticas denominadas capas, sendo

removidas para 1 mtradugie ou retirads das materiats. Fsse po e porta-de passagem ¢ denaminade de

eouvencional,

Lrvas o 3uaneseio — as huvas podem ser de cano cnr o longa, O tipo de diva a ser adorada dependera
dhay ativiclades e serdo deservolvidas. Nos tiabalhos que envolyem agentes guimicos, as luvas devern ser
avaliadas fregiientemente. '

Com o decorrer do. wenps, as luvas de boracha poden apresentar microfissuras gue, apesar de
impercepriveis, aferecemn risco potencial de coniaminacie. Nesse contexto, 3 arlocio de hwas de cana
Curie e ioma mais adesuacdy por assegurar a sua Fepasicio mesmo com o EGUIPAMENTO e 1150,

Fiorres 1 af — a-cstrutura do Bleo ¢ eilindrica, de forrma s pesibilitar mator superficie de contato com
o ar e penuitir a deposicio do material Hilado. O clemento tiltrante deve ser preferencialmente hidrsinbo
¢ apresentar atvidade Jrgh efficiency in pore actreidy {Hiea). retendo assim 08,994 de parteddas com o
didanewro superior a 0,3 n. O conjunso deve ser esterilizade 1o forne Pasteur & it temperatura de 180
*C durante 120 minwos. on antockwados s 121 3C por 30 mimtos,

b =0 ar € wsullado noeqnipamento por meio de wm motor, pertaitindn um volme

mécdio de 16 a 18 trocas dear por hora, Almans CYUIPAMEIoS poden alevecer mowes pata exuusiio, Sio
os isoladores de pressio negativa,

Figura 1 - Unidades Bsoladoias flexi
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Nos protocolos EXpETITEnials. ande Iid tisco.de conmminacio para o pesquisador ¢ para o et wmbi-
erire e virmde da manipulaco de agentes sandticos, adota-se isoladores com “pressio nemativa’ Nesse
wodelo de ‘n‘:s'i.lii}.mxm:ntn, caso-dentra unyoacdenie, b -entrads de ar extero. im}“"ii“‘i‘} o “’»’mw’ﬁmui-
ments do medo ambiente.

J& nos casos 1os s o8 ensaios eXperitnenials sio veulizacdon vom antamais fvres de 2oomoses. esentbi deve

ser tle woladores com “pres positv’ (Fig. 1}, pois no cuso de um eveniual aidente gk comprometi O eerpn

premetpal do COUIPRITIEITO: ¢ ar sai, subvagzuardande iegricde dos animais santidos eny seu Tnenon

Fou ambws os modelos, @ pressiu firal miédia ¢ dde 2 vam a4 mm de colina de dgna abaixe ou scima da

Pressacs winem vica porrmal,

Arpssnios Baseos
A munteiigio da rotina exige a utlizagao de algnns acessorios cssenciais: & clindra e esienlzagio ¢ a
fv te wansferénei.

CILINDRO BE FSTERIIZACAG = aCESSOTIO combeccionado em aco moxiddvel com perfuraghes 1 gl
mediam que serdo cobertas por s camadds de elemento filrante com atividade Hees. Uma de suas

sidaries € ahertdy, j;'r(fvfssi}_:i}itaml»n o alejamento dos msimos 1

extrer sicess {ragao, naravalha e}, Apds 4
eolocagho desses miatetiais, a extremidade ¢ sefada com uma piembrana {ermorres

resistente & altas temperaturas. O cilindry € entao introdiazido na awtockve pata ser esterilizado.

onie ¢ fxads com fua

Liv BE TRASSFERENCIA — perinite @ Conexan entie o alindro e o porto de passagen. A luva apresenita dois

antficios. nos quats 580 puberizadas? aparizadas as soluces germicidas utilizadas na esterttizacio

Avessoros Esprciats

Tauto a manntencio de colénias de animais em centros de biotetismo como o desenvobvimento de dlgas
protocolos EXperimentas, aliurmas vezes, exigem acesséoos especiais. Dentre eses, destacames:

ALNONETRO NEFRENCIAL — fornece indicaches da pressio no interior do isolacdar quanda eny uso. indicando

ambém o momento de treca dos filirs.

QISTEMA V7 BREIE — ¢ acionado guindo vcorre iuernipeio de energia elétriva. maniendo o isoladar

wiflaslo. E pardculammenic mporante nas instintighes que N30 €0t sisteaa ceniral dle seguranga (grupo

serador),

srimiudas do manuscio.

VANTLA N4 SAIDA BE 4k — permile répica compensagio das oscilaghes 1w pressa
£. poranto, um acessério gue possibilita wm conrole ripidola pressio no erior do equipamento.

CONTROLADOR DE TEMPERATURAE UMIDADE — 1o1mid possivel o registro das femperatiras pifninias ¢ maNimas
no-periodo. Quande & lemperatued uirapassa @ faixa do ben-cstar amimal, o organismo soire alieraches.
principalmente aumieniando 2 freqfiéneia respirativia. cardiaea ¢ elevando a wmperanir.

Preriro DE UNIDADES ISOLADORAS

stios, necessita e cuitlacdos que possan a8se

A montagem dos soladores, com seus TESPECLIVOS 4CeS

ico s coltnias.

idude do equipamentn e 4 manutencio do stafrs microbiolom

a e
Antes de eletuar 2 Tavagens. desinfeccio & esterbizag
suanto a sta intezridade: para essa avaliacio, pode ser nsado o gis Freon 1.

o, o tsolador deve ser montedo, nflade e avaliato

%
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Anexos-

A&mm o, Lo matise

Autes da ocupacio do CeEpAmEnio, recomenda-se a adogio dos seguintes procedimentos:
- Lavar todos os vonipanentes do equipamento sepaadamente {eorpe plasteo on envelope, bvas ¢ us

-

nhes. chapens inermo e externe, tpetes, suportes e-capas dos Glros, rolhas de bormcha) com e

le para retirady de sujeirs ¢ sorehira,

- Montar o cquipaniento ¢ proceder favagem e desinfe

A6 imcmmiu SO L0 t‘kﬁt&l'grmt‘ COLITTY O,

-

preferencialmente. comr solucio detersente de aménia qualerziari 1,3%,
- Evvagrar conr
- bwroduzic os materiais que podem ser EXps s {tapete. guolas, pincas, rolhas de

horracha, chapén interna) ¢ puiiverizar toda 2 superficie internz ¢ mater

gua-destiladaAilmada ¢ enxogar,

Aplicar dleool 70% com pubverizacdor,

38 @ suhiches quinie

1 cotm . poderose sernioieds
voma o acido peracético diluida 1:2,

- Beixar woelos,

* materials expostos durante um periado de S horas. Em seguicda. romper o facre das
filtros € proceder u vemilucio € a completa retirada de residuos do produre fuimico utilizdo (por
exemple, o dcide peracética). ,

+ Os filiros e ar montados com an e i dde vidro em estraturas metdlicas de aco noxiddvel devem ser
previamente esterilizadis pelo calor seco a 180 “C duranie 120 mimyos. Aanioclvagem 3 121 *(; jHor30
minas pode

utilizacla, poréin, os filtros devem ser colocados e estuda PaIa secagen: apos 4 pracesso,

OBS.: em isoladores wilizados para manutencio de coldnias axénicas ¢ grotohisticas, algnns
procecimentos adicionais sdo indispensaveis. Inclicammos, a sequir, algims desses proceditmenios.

1= Drrtte 2 montugem do equipamento, deve-sc assciurar que as superficies de contato nas diferemes
Junghes enire as partes estejam. embebidas com a solucio esterilimnie. Os principais Tocais sdo;
. corpes prneipal ¢ porie;

~eorpo principal e chapéu externs;

»anéis ¢ hva;

+ auéis e prruho;

- corpo priscipal ¢ fibves de ar
2% — Recomerica-se uma segunda esterilizacio apas 48 hotas de ventilacio da primeia.

3~ Em conseqiénéia do d CO SUFZIMERto
de microfissuras e wnbén a possibitfidade de acidentes ngo percebidas, recomenda-se que g cada 3 1 6 meses
colinias sejam formasas e sntros sequipamentos. Tal pracedimento permite giie as unidades em o
possanm ser ovamente avaliadas quante a sua antegridade estrutural,

Apésalimpera ¢ desinfeccdo do equipamento, deve-se inviciar o-preparo dos materiais gue serio introdizidos
3o solador € que servirie @nto na teaniencio dos aninmis quanto para a avaliagio-sanitiria do-a mbiente de
seu mierion. Para tarie, 6 cilindio de estenilzacio deverd ser monitade com o8 Seguines itens:

- ragio ¢ marevalla: ambes colocados em sacos de alundan, de fcil manipulagio ¢ permedvels ao vapor;

 touthas para manter 2 limpera da parede fnterna, possibilitando uma boa visso:
vubos de cnsaio-para coleta de material para testes de estertlidade;
de cultura paraa realizagio dos esics:

asie natural dos componentes plisticos do erpuIpaments,

Hov

- fraseo

- sivaly, mgios

sindicalares Liolagicos: tiras inpreguadas com 10° esporas de Bacillus stearethernophylus (nicroorgarismo

sistente o altas semperaturas);

- mdlicadores fisico-quimicos: fita com indicador de antoclave 3M ¢ anidrida suceinio em Pé, que apre-
senta um ponto de fusdio ouja temperatura € conhecida;

~guiolas ¢ tmpas, fascos de bebedouros. Com excecio dos bebedouros, os outros materiais poden
tambéns ser introduzicdos apis. desinfec G0 quitmica ne porto e passagen).

Apds o prepars, o clindro deve ser antockavado 2 iima temperamrd de 125 ¢

o i periodo-de 30 im0,
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Vantiario po Eguieaiesro | Myrigiae

A aunpagio chs odaclor somenue | soslerd ser faita apds g certibeagio de que o mrmmxmnu st P,

L dor penito e vasia Hisica { RS ‘&uk Guanio a AVFRS DO Loy 3”;2&(1;7&[ € VLU O um\unuue cle

A»:Utm 121 R)UUIJ“L £, wrre UH'!‘UHf fiu.llkﬂ ‘ii‘ ’xumn tl: ‘si\ﬁ.l ndl“klhtu }H‘;\' L’Xi!{;dl}“.\ 830 H)dlh e

quarsdo o objetivo ¢ a manuiengia de atimais germfive ¢ puobidicos,

Powr st 1o, recometila-se a coleta de dluuslm\sk‘ siweths embiebidng em mado de colum de enriguectmenio

(BHETPB). & povgior <o umlpaxmnw a ser nvestigac € a superfioe interia. Apds oo, o sterh overd ser
semeadde e caldo BHL Tioglicokao ¢ Sabowred,
Puraleluneme. deveriio ser retiradas ainostras da ragd all que serdo imabmente scuieadas nos

wesmos metos de cultive {(calde BHE Tioglieolate ¢ \aijmnmud}
Giras contendo Bacillus \{mwfrzcJ'mryi/n‘hw witreshuidas o prepaco de materins, @mbdém deveriio ser

reiiracdas & cnlivacs @ fm de se avaliae o eficiéneia do processo de estentlizagio.
Tokas as amestas deverfio ser incubadas 3 z(mp'"* tira mnbiente (23 °C)L 37 “Cea 33 7, de 3a 7diss.

A Uinizacio pe Teenicas GroToiomicas N CIENCL DE ANDIALS DE EXPERIMENTACHO,
xa PESQUISA E Ny INDUSTRIA

CextRos DE BiotErisvo (ANisas pE LaoraToRio)

Conforrae seri observado em outros ponos, varas $30 as eenalogias orgimadas com o hioerisno e yque
S0 ESSENCHA €N CEMIS ressa drea.

A0y (It < niunuﬁ

Exis centros de Bloterisma, os iseladores s50 utilizados para realizar a preservagio, manteng
de fumduco e linbagens SPE, axdnies : Ao saritirie das coldnias.
o para o nantengdo de animais pxmmwuit’s ele outras-instinicoes cov umidades soluloms,

sitrando o pad

s. gnotabiticas v germfice,

£ indic
visando 2o csmbcicummw de quarentena, 1€ a versificagio do padhao savitine dos animars (Fig. 2).

Avxilio na técnica de demvagio cesarian pard obtengio de animas Jvres de contaminagfes (Scbesteny & Lee,
1973). A Histérectomia € adotada como téenica sinples para eliinar a maioria dos patdwenos de animais gue
o horizontal, sendo realizada, en: condighes totalmente assépticas. em umclades Nn.a&h)uh

apresenn transmissi
constriiclas especizhnente pare essa finalidade.

Fignra'2 — Apresentagio esquennitica do use de unidades isoladoras em biotérios

Cibaiag de

Tusndagie

R

{Tomny

Lsnaria
e bstrpduayio du o

AURPRRICHH pte i o

i

w Lahardturiais

o Frradigins

Fonte: Memued prura T éenices em Bivterisme (1996). Reprodugin
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.“"S_\&\Z,U}’ T LABOHATORE?

Uso pe Teexicas Gyoroiomicas xa Dermacio CESsRisa cono ERRAMENTA PARY

A DEscoztavmzacio pe Coroniss

Em virmde da sua simplicidade. o derivacio cesariana Jihd mude wampe € ntlzada em centros Je

bioterismo dos puises do primeiro mimwdo, bem COMO TOLNCHUNENTE 128 enmresas produteras de aniimais.

come  Hi Credo, Chares Rivers. Tacunic, Mae. entre outras. Com cssa wrnica, € possivel @ eliminacio da

niaioiniz dos patdgenos de animais fie apresentai ransmissao hovizental, sewdo, porfante, Gt par obtencio
de.coliinias SPF fivres de virs, bactdrias ¢ parasiias.,

A téenica deve ser vealizad em condicoes assépticas dentro de unidudes isoladoras especialmente constridas

pari exsa fralidode.
Usnae niagor eficiéucia ¢ obsorvads dlesdle que a sua reabizacio aconteca dentro das condicoes abaixo
urdicaclas:
- acasalamento programado das fEmeas receptoras SPF e doadoras comvencionais, mediane STRCTOTS G
do cicly estral;
- prepar do isolid
- conexdo-enire 0 sokidor de Misterecromia « salador com fEniea receptora:
-saeriffein da [emen doadors pur deslocamento cerveal:
- prepare do abdomen para retivela do feern
-isolamento do cérvive dos cornos werinos por anarragio ¢ retiracd assépiica do vitero (nos.casos vin gque
& téemca estefa sendo realizada em equipamento apropriadn, essa retimda deve ser kira no primeiro
compartimento.do isolador de histeréctomia):
- passagem da fitero para o segunde sompartimento do isolador de histerectonia aravés de 1 tane e de
nnersiio com ﬁf‘)fﬂ@i{ﬁtllli-’;i{;»pii(.'ki {wrnonia quaterniria a 0,5% “C a 37 € :
- retiracha e reanimacio dos noonatos;
- transferéndia dos neonatos reanimados pani o isolador com o finea reLEpos,
OBS.: 2 derivaciio cesarians deve ter nicio 12 horas antes da parto-norol.

ar de histerecionsia espectabmente constmido para essa fzmlidacde;

Por QL?E Uriizavos 4 Deriva

Inifelimmente, o cardter o "il’Z-ibIl;)g‘lGO",Cll‘l colémias fechadas {elosed coleny) éextremnainenic clevado, Por
essa razle, 2 trodngde de animats contaminados nas colonias desencadears umia x'ég)idé dissembtiaicio ¢ e
PU!.ICO iﬁl}lp{:), aL’;iI&ifﬁ.{’) i‘)f)!f T‘.’Olﬂpl.‘ﬂril{?lé-hls (_{Q eﬁﬁ:‘l‘exltc;&!r}.;lx'l‘;?ir.ls.

Além dos prejuizos que serdo unpostos.a comunidade usudria, o patdgenos comprometerio tamliénr as

calfmtax pstaladus no prapio biotdio.

s que serdo observados eons os agentes mais cinnumente encontrados destacanos:
ia 12 reproducio diminuindo 2 fertilidade ¢ carisando a morte de anitrais;

¥ Vimus de hepatite do cammmdongo (MHV)

» Virus Sendai

v Vinus Swalodacrioadenite (Spad do ra

«Alta. mortalidade de neonatos, anormalidades nos horménios sexuats, aletagies patolig

repradutive, infeccio em embrides causando alta taxa de abor:
« Oryplasporidion sp
¢ Rotavirus



aio de virios pasietros reprodutivos: motilidade dos espermatordides, implanagao de ambrigo,

s,)aﬁmtll“

a6 o esqueleto do fao, alieragio du citologia vagisal. prejuizos nos testes de ferulizaciv fceelro,
vechucio da fertifiddade era mé B0% ¢ distiirhic

1a transierencta de embridies, alene de wratologia.
v Myeplasna lmions

b a placenta ¢ o sistema innmuologicn da mae constituam wma inportante “harrea’, eNistent patdgenos

capuzes de contanirar os wuimals ainda durante a zestacio, quer por rompiraento da barreira placent
(UET pOT serem residentes da cavidade werin
Dentre eles, destacamos:

dna,

- Agentes que atravessam 3 barreira placentdria:
v Retrovitus muring {leuceia, numor mwamdtio)
v Vims da corigmeningite linfocnina (LUM).
« Vims da ectromélia {poxvins)
¢ Parvovirus (Kithan mai- KRY, wolan-Hi. MYM)
v LClostridunon piliferme

cio wteritia (provavelmente sem passar barreira placentaria):
v Busteirelle fmeumelripica

v Salmendia. sp

v Mycoplasma pulmenis
v Escherichio eoli (lase prog

A wenica de derivagio.

sariana realizada sistermaticamente {e em algnns casos mais de wma vez em
Seragdes SUcessivas), mostra-se hastante eficiente na erradicagio desses patdgenos.

4 Uriuizacio pE UNipanes 1SOLADORAS EM EXSai08 EXPERIMENTAIS

Awalmenie, diversos modelos de soladores sho- coifeccionados ¢ wilizados pars lns de experimentagio.

Nos praises o 1_)131.1|t%»ru‘ oo, & a_piicﬂqiu, dessa &ec,tml«;giuv ¢ bastte comum. Em algins puises em
deservolimsento. come o Brasil, # wilizacie desse equipamento na pesquisa tom se acentards de marci
significativa. A principal mzio para exsa mudanga & 1 segranga que b eQEPIMENLo aferece.

Dentre as infimeras aplicagdes que justificam s utilizagdo, podemos citar:

« Os Iseladores 1
NOD, Nup ¢ nutros, obtides por meio de manipulagio genética como o feneckent, sssegurantde qualidade
¢ reprodunbilidade uos resultados.

sifitn a realizacio deexporimentos com aniniais imunedeficientes comeo Sun, XD,

- Essu fecnologia oferece seguranga o estud lo comy agenies ZOOTHICOS
- A prodhuggn de anticorpos ent camundongos ou ratos tencler em vista a realizagio de Map Tost (House
Lntibods Producticn Tést). sses testes comsision ma meenlacis

dutebedy Preduction Test) on Red Test (Rat <
de antmais SPE, VAF (Vrus dntibody Free} mumocompetentes, Cont amostras de wruertal brologior
especifico. Apds quatro semanas, avalia-se a producie de anticorpos conira agentes. mfecciosos que

puddéssem esiar presefites nas amostrzs. A wécrica sormente pode ser realizada em isoladores onde as

fes sio contmilackas, impedindo a oconénem de interferéncias na produgio dessas moléeulas.
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Annares o Lasearyrosge

Adruecio pr Unipwes Isonanoms i Inpistei

Com o adhenw dos isoladores, 160 apenas os lshoratdn fsa nn o cenns de bioterismo s

o8 i pes

Beneficiaram. Na ivhistria farmacéntica, por exemplo, os isolade i ntilacdox em diversas Clipas,
esterulerndomse desde w pesauisa de um nove-Bmweo st o set anase. Al idisso, o prepars e sofuches. os
tesies e pstenlicdude ¢ a maripilacio de drogas 16xicas, enwe onpus mtittas, sio readizades com oausilio dessa
rechologia.

Nos paises desenvolidos. as inddsirias fnnucéuticas iy exent mdhies de dakares em isoladores, . LR vy

ipros atives. Atrdmente, o uivel
dle exigéncia dos processos ustalados nessas indisidas estimalon o surgimenio de.enmpresas cuin atividade

e iy gnrscm-fnd a qualidade dos processos nz aprovacan de novos pri

it € deservobier nevis madedos de solaidores,

{Pl"i’lk

Enirezatiie, 0@ € ppetis e producao de Bemacos gue essa leeno

gt se iz prts::nuzr. A nlisiriaelendnica,
unsuica ortinda das unidades- isoladosas, Pars elas. o proviucio & o
trdnices, de fom que os mesmos fpuern protegiclos da waerferéiciz

pror exempls, ambén se benelicia da
arnwazeramento de compotentes microg

de poeiras tixicas, é wm impormante fator de qualidade no processo de fabricacio '
Tillew (19999 descreven w uso dos isoksdores ng mdmma o v alternativa pars mianter a saky Berupa.
pois ¢ possivel o | preparo de prodotos com nive

le tiscos 2 ¢ 3. O equipaments utilizads em prock
arern acrilic « policarbonae. O L‘qmp‘xmmm para :mm;n g

S LT

Fo e

nivel de risco 2 apresentava paredes ¢
produtos.com uivel de risco 3. por envalver & manipulagio de padgenos perigosos ¢ SZCIES CHSANICDS,
possufa ume desenlio capaz e prevenir & contunarndo crmzsds entre o operador ¢.oy ;)tf\dutua, bern como

e osles ¢ o mmu dlﬂid(‘!lif externon.

ArLicacio pas TECNicas GNOTOBIOTICAS £ pos [sorLspores ty Hiy MANDS:
IMONODEFICIENCIA E CIRURGIAS

2ico descrito como ‘deficiéncin imune severa combivada’ o S £5
ey € uma sinchrome rara, congénita, que resulia na ausénca da imnnidade ior célidas
du pela primcia ver em efangas, por volia de 1950 {Glaremann & Riniker,
81, Os ponatdores dess:
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*

Combined Linwse B
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completamentte tsolacdos do anibiente exterior Essa condicia i uupv semenie pode ser oleredida com uniclades

istlacloras, tis come a deserity por Teaviieck eral (197710 equipamento idealizado poresse
a-manutengio deum bebé em condiches estérels e controlalas apés 4 realizacio dla cesariana.

Travnicek & Mandel (1987} relutaram s caso co 1{»%\11}10\1(,1“ de imunodeficiéneia gntetior g0
paseimento. A mmrdexsas constderaghics. foi possivel realizar a cesananaem isolador com condicoes totalmene
mssépticas. Dm“}mc: uri més, o hebe foi mantido no equipionents € nesse perfodo fof possived uvestigar sua
condicio imurioldgica e realizara colonizacio com baciéris de linhagens: selecionadas, preparando-o para a
repoprtlacio da. microbiors,

Tanta as e\pcumcm« quant as teenologias realizadas em a;r)rubl(:(g%n e benefictudo o homen de
diferentes maneiras. Um exeraplo € a imfluéncia nos ¢ uiddadlos com nascimentos prematros e
alto-Asco, observade na peciauia coTempoTAnes.

Picicntes sdo mantdos em unidacles soladoras pdm prevencio de infecgdes

le sis

amor possibiliton

O peonatos e

§. u\-{tg T m\ fralamento

de i;uunm:hzwn, < T imunologion & nnrunossuprimida (Cohn Jo & Heneghan, 1991), aém de smamenio de

wcientes com leupen agudla {’quﬁcr. Spears & Gava, 1975,
I I3
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L cinurgias ovtopédicas. o isolador desermpenhis um imporante papel 12 prevencie de ifecgiies pos-
aperatorias (Zieman & Banehon, 1978).

Hirsch, Renier & Pierre-Kalin {1978) mostaram a cheiéncia o isolador am cinmgias ¢ @ redigdo das

infeceies em pucxc-mm cue estavam em oatanenta de hidrocelalin, Essa eficiéncia io auibuic a ciminagio

de agentes contaminantes provenientes o ar {arhorn) ¢ & fnan.pulm E usEpicR.

Trexler. Emond & Fun» {1977} desereveram o uso de isolads

s e plastico comy pressin negaiive para
manmiencio de pacientes con suspeitas de infeecdes de tisco come hussa, marburg e vims chol. Conr gsse

equipamenie, pacientes foran mantidos por 32 dius. assegurando 3 integrutade do ambiente hospralar ¢
eliminanide os rscos para a t"(‘i‘lipt' mddica.

Docnea como @ lescewia € freqitentemenie acompanbiada pela imunodeficiéncia clinica. apos o tansplante
rreciuda Os

e s Pacientes mantidos.em isoladores ¢ sobs sistema de harreivas .1;);15&;}&.—1;1; mienst incidéncia ge

doenca GVHD {enxerto versus Hospedeiro).apés o ransplante {Mahmoud a al., 1984),

A Inrevixncia pa GNOTOBIOLOGIA Na INERa-ESTRUTURA EM PESQUIS
DESENVOLYIMENTO DE Novos MoDELOS

De certa {orma, os iscladores permitem a manipolacio do sistema ununoldgico, uma vez gue,
experimentalmente, camundongos imunodeficierntes: Sew/Sen (homozigotos) sio wilizaslos coro TeCEpHOTEs
de células derivadas do sistema xmum)lnmu da hioniem. Esses carndongos ndo posstiem hinficites T ¢ B,
embora tenhani célulis hematopoéticas normais. Quando os camundongos CB17 Sam/Semn sdo meculados
com Hnfociies humanos. os linficitos sobrevivem ¢ fimelonam durante vdrios meses no animal, produzindo
anticorpos e células T munes. Esse sisterma imunolégico humano porde ser westado quanto a sua capacicdade
de compar resposts a uma vacina em experimentagio. por exemplo, contra o HIV,

Entreianto, os canundongos Saib somenite podem ser Lmd@s o irterior de unicades dsoladoras. E va
condicio estrita, pois ent ambiente abierto, mesmio que saniariamente controladn, esses modelos poden reverter
pave 2 forma Seid feaky, imunologicamente anormal ¢ descaracterizada por apresentar baixo undo de
mmncfflﬁhuhms Pm‘amo. 05 SQUIPAMENDS ASSELUIAN (JUE 05 anias ranipulados
de doencas como a Al soh condicdes definidas e adequadas. bem como encossam qua
terap@uticos em condicBes apropiiadas ¢ iseritas de riscos pard o homiem.

5& i ﬂdut a (k: ﬂtnL’» C\U”C’“Qb [118 menﬂm()& \Cln xcnﬁo Pi’(}orb'!‘ﬂdﬂu,lﬂfj mﬂuada I rh‘.c"sas RICHS
da bilogia dos mamafexm. A maior- parte desse trabathe tem sido realizada com camundongos, ¢mbora
scjam. aplica

ar permitir o estido
ificacio de protocolos

08 HICSM0S principios €is @ OUETOS GRIMAls, CONG POTEns, coethos, ovelhas, Por essa fuzio, o8
camundongos ransgénicos. sdo apimais modificados, possibilitam « expressio de genes fi vive ¢ déveny ser

forms a-se evitar @ disseminiacie’ ucnc"“'u hia riatreza onunda porexemnplo, da fuga e

wolados de outros
aninsal manipolade. Qutro caso no qual o animal geneticamente modificado & residente-obrigatério desses
et ;ulpaxntmo\ & ng proc lugan e animais fnockonds. Estes tém, em sua maioria, mmpmmulmuuu do-sistemna
iﬂl e, P()f 1‘\{) l]fCC"Sl&ﬂﬁ 11(3 ffdidﬂltﬂ[l) ‘}[’Llﬁ“( ld{}!) pd!d qllt‘: RO HSG 5{1:1 ’\Id\(i C’Utﬁ \C‘ld I}dﬁi pf{’({mlna\
de reprodugio. quer s¢ja para 3 expermmentagdo.

Em pais desenvolvidos. € comuni a wtilizacio desses. cqm[mncn{u: e de suas teenologias, Porém. em
paises da América Laiina como o Brasil, @ caréncia de PIOZAEs qie prowuovatn 2 divulgacio de sen uso ¢
Apenas algumas instituighes ¢ centros de pesquisa presentes na regio Sudeste do Pais o rulizam e
mantém programas tde formagio de recursos humanos especializados em sua operagic.

HOLOTIA
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Anexos

Annus PE Lo rorio

49 TECNOLOGIAS

Ovtros Eg QUIPAMENTOS ORIGINADOS & PARTIR DE

condicdes de ambiente,
535 novas lecriologias e apenas reduzem os custos da constr

arvobvidos, € muiio grande a wilizagio de edpamerios orundes da ountzacio das

S prabses ¢

st daadeniacio lisica para Liotéros

de porte médio, mas principaliaenie permiten 3 instalacio de hioerios exprerimieniais con excelerue nivel e
segrmanga e dentro das necessidades de cada espiicte animal,
laterra € Estacdos Unideos € copunn considerar ex

,;mh.mn s

Em pas’ﬁcs conto Franga, :‘siem:mha, Ing
' fistea de biotgros de cenprus de pesiquisa o e procigda animal,

31

Dumf' esSes eqnpumenios, It STRCBHI-NE U estantes on armanos vestitados {Fie

Figima 3 = Estanes ventiladas para cammdongos & ratos. Ares insilada o Institsto de Pese scuisas Eneraciicas
{Irex-5P)

Estantes ot Anatipios VEnTiLapos

Amaimente. existeny varios tipos de estanies que podem ser adotadas pars @ tanueneio dos aninais
mﬁ’idlfm £ L‘wti’!lﬂ"l}fiicgao COMG (..:kmmldﬂl)i“()\, s, coethos ¢ antis.

Assim come os isoladores, as-esunes venuilachs Tumentam o segurangh sauitdia, recdmindo o dsco de
infecgdis que porderiam hiterferir pas {%L‘a(;lll‘ad... Nao udequadas part lsbortérios em fingio da ofimizacio do
espagh dharla so manglo simples dos animais. £ possiied & mamnencio de camundongos € ratos ta mestia
estulic, pois & eyuipamento possui compartimentos independentes.

g

uim;u‘ncmn & crmfe::cunueln < U!.l((.‘fldl ‘{"\l%i{‘ ne as t\l"l“('ld:w ‘LL) u‘ﬂlkL Lo T ]
srentd de m,suﬂgzmmm de equipaments

Normnlriente, és
capacklade para als

v rodvel grantdade de aninags. O s
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Cowd

possibilita o deslocamento de ar nos diversos nfvels sobre as gaiolas, porfamto a retirada. de amdmia ¢ €O, ¢
continma, Assim, b eliminacio dos odores provenientes das excretas dos animais, bem como dos poluertes
por eles gerados.

No Brasil. diversas instituices de pestpitisa possueim ¢ quipanentos, demonstratdo gue o uso clessa
i rerm crescido nos filtimos anos. em virtude, sobretade, da praticidade deequipamenno, mas ambém

teenol

hry

eracas i cotscientizagio. por parte da comunidade, do influéueia das condictes ambientais na obtencia de
resideados teprodutivels ¢ universais.

My nowsoranores ot Top Firens

Existen divergéncias parw a definigio e nlizagiio desses equipamentos. A experiéncia nos permile msenr
a obsenvagao de gue a manutencao de coldnias de camunstongos ¢ raws em isoladores pressupde uso coutinuo
¢ prolongado com iotal seguanga. Nesse contextn, os microisoladares ou fep flers vio olerecem 3 mesina
protecio aos animais. Os microtsoladores ou iop filkers sao wilizados paraa manutencan dle ensaios experimentais
{sem misco de zoonoses). Procedimentos especials devem ser adotados. tzis como troca de galolas em {luxo
Liminar, enire Ouros. .
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Anexo III: Passos L.A.C., Guaraldo, A. M. A,, Alves, D. P., Pire, L. A,, Santana, T. M.,
Dini, T. H. C. Capitulo 26 Criopreservacdo de Embrloes Murinos em Biotérios IN:
Animais de Laboratério — Criagdo e Experimentagio De Andrade, A., Pinto, S. C,,
Oliveira, R. S. (org.) Editora Fiocruz. p.225- 245, 2002,
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riopreservacao de Embrides Murinos em
B 10téri08 Lue: dugnste Cerréa Passos

dier Maria Aparecida Grgralde
Delima Begole Ales

Liviz Afearse Prres
Hur mfm Sarlaia
Thicge Henrigue Catneeden D

INTRODUCAO

O sheservelimerte dentifioo ¢ wenoligice wdlst dircaaente ma qualilade de v arda da popa » lumre.
i

apidamenie. evanos

\:mx TCCRICHS. PesqUisis ¢ 1 Toncios sin assimilados diarknnene ;zda seciestade. wrmando-s

swiros.. Na verdede. estarmios de tal modo teosnmaros U Ceos WUCDS GUE SEUET PETSITOS 1o SUEY

ziiﬁﬂ erat. Il admms unos. esceuiarcenas parelis. cuzar cerios males ol mesto escrever i texto de Ficil ernendireno.

Parmicularmente was céucis Fomédices, os avancos nios GpICTE 0 ethor entendifmenss da patore du

sl fazemnos pate, Palavss come DNA clonagen, ecossisienta ¢ genoma ji fzem parke dovacabulinn de

(e i estdo envolvidas com o execugio diretae i, s ue siodireamente inflienc tandss por el O suges
o pesyuiscienticn ndo porde ser nu’udw.f) fato e hoje confiarmos nos servigos médicos, abundonmando w@onicas

lk CHIAN k‘ll’]‘:! 0o, of ll\ WRHIOR IIG‘ LT BN lml &udd A¢L II\Z‘K\ tﬂlﬂ[ﬁﬁlﬂ {lt \acm;b (if\’}"'d} < K.‘LH\L‘Z}\i H Hl“"{iﬁh BEE ‘1:‘1(‘

3OS VAL wenol uiy ropronduihilicdade.

(" Ay

selepacdos s negesstdades dos pesquisadores e que, actmd e aulo, pudesseny garanr tal reprodu

co. Enwemme, nar resululo ciendlico somnene € valido se

simenic de win o ramoads ciénca, capar de fornceer modelos animais

ilat

% kﬁ"}a{gi{i.

Son, fez-st Necessdrio o s

b, GO © SUPEIMCI rk«sc nove raino ¢ de modelos animais, a imerferéneia nos rwlll.u!m of sendo

Alény diss
sisematicatnents rechizida, sarntingdo nm dimamismo cacks vez nidor 2 pesquisa ciendfica.
Assim, o estabelecimentss da giéncis ¢ leenologia em antmais de Taboratario possitilion s padionizag

At A l‘i}ﬁ

modedos @i de pone de vista de seus aspectos biokigi s ¢ de saicke qants das condiches de ambileaie. nes

UEs £ INESTS «i eveny ser tantides, Lum i ddo espugo fisico,

s arifmal € nocontrole dos materials oo msumos necessirios 3 manntacdo das coldnis,

padronizacio sanizina; g

rualidade do o

Comw conseqiinua chesse nética ¢ amblental, passamos a observar un redncio o
pimere de animsts ndlizacdos, assegnrimdo o universatickide ¢ 3 reprodutibiidade expenmeniais, bem como o

desenwolritmento de novas wenologias (R, 13

Fignra 1 — Abzuus das consegiiénedss «da padronizagia dos modelos animuis

Imporiincia dos modelos animais

eriies Dioltaioos

&m'rux

droniz

:_J,
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Anexos-

A or IEE:

RATCRIC

Entre as teenologias desenvolvidas, destacasse criopreservagio de embrizies murinos, assuie fHie serd
discantiddo no decorrer desie capitnlo,

Historico na Mastpeiacio e Exsriors

No fim do séeulo XIN, cientisias interessados no estado de aspecios relacionados 3 reproducio ¢ go

desenvobvimento de organismos superiores iciram os primeitos ensaios com 4 finalidade de esiubdecer
nretodologias gue permitissem « mamipulagio de embrives. Inicialmenie, o coelho foi o modelo expetimental
adotcdo, iendo em Vista suas caracteristicas biologicas favordveis. come o amanho. relativamene grarde on
ove {0 que factlitea o manipulagao) ¢ a avitlacdo tuduzida peke acasalamento, futo de devada converiénciu
para u defimicio precisa da idade dos embrides.

Entrctanto, os resultados obtidos nio foram wtalmente saisfaorios, As dificulclades relativas 2 compreensio
das necessidades natricionais ¢ as limitacoes impostas pelas caracteristicas fisico-quitnicas dos meins de colet
¢ enltivo até entan uulizados consistiam em barrciras tectticas a serem rompidas.

No principio de século XX, juntamente com o feser wobdmenio da gitimica fina responsive] peda olnengio
de reagentes livies de in purezas, que poderiarn ser eriticas do petito de vista wxicoldgico, « embriologia
PassEtl por progressos

significativas com profundos reflexos no sucesso de eolew e cultive de enbrifes no
estigio de pré-implantacio.

Assin, apenas tia década de 40 do-secitfo XX, corn Hammond, o cultive de ermbuides picle ser conduzido
de mancira sistemitica a1é a Tise de Blasociste’. Tadavia, estagios de desenvohimento mls precoces ainda
careciam de ajustes na formulacio dos meios. Conse Jlentemente, wrnou-se impossivel quc
enquadrassem. em indices de qualidade, possibiliando majores avanigos, embora certas barveiras téeriicas
tivesser siclo rompidas fvias de aeesso para implante, insttumental hasico-adequado e,

Finalmente, em meados da década de 30, Withen propos wna nova formulacio. que passaria o ser
utilizadda tanio na colew guants ne cobtive de embrides. Fssaomova formulacio se mostrou bastanie ehiciente,
amplhiando significativamente o namero de enibrives wplaniados com sucesse SHOTIIEE, Oriiros
fatores relacionados & importineta das condicdes de culiivo para o sucesso do implinte seridm apontackes
por Anne MaeLaren.

% cmibwides se

Conn isso, estavansolcionades os aspectos bisicos. porém esserciais, dlas etapas de colet, CORYE
descongelamento ¢ implante de embrides, A década de 60 fos de grande imporidncia pars tl deservolvimento.
Esfi ¢os foram realizados e forma a. esclurecer 1o as necessidades nutticionais des embiipes quanto. os
mecanistos envolvidos na einética i dgua em células submetidas a temperaturas abaixo de zer, e sng infuenieta
na viahilidade dos embrides congelados.

Agora g € possivel o estabelecimento de Lasices de embrives — local onde podem ser armazeradas srandes
quantickides de linhagens {elevadu £StUE Pote

anento,

wl) por wm periode indéterminado —. nos qjuais estes pudem
estar protegidos wnto de contaminacdes sunitrias quanto de nma deriva sendtica.

Quadra 1 - Hisorico resamico da embriologia experimental

. - Bimdo século XIX: Uso de coelhion prd esuncdos de embiriologia (primérdies da embriol wia-experimental);
¢ - 1875: Van Benerden - descriciio dos estigos de pré-implantacio:
_+ 1880: Heape — andfise v manipukacio do o

ddie {privdcivos esforcas visando ao tmplanicl:

- 1929: Lewis & Gregory — estudo de mérnulas em cudtwra

- 1949: Harinomid — cudtive de embrises de camundor igers dle 8§ célulis até a fase de Blasiocisio:

-~ 1851: Beathy — tplante de embrines decanumdongas:
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Crivpreservacdo de cmbnfes st o1 Bt

< 1958: sepure as conshicaes de aulivo terferens vo sucesso do nplanie:

-1963: 1
profahilidule de cor 1;;c:§;:xm-nm mstraechidor:

- 1865: Brisier - mungio de embrid

- Década de 70: Brinster — banen de embrides:

+1971: Culive sistemitico pos-iescongelamento de embrioes de cunundonges {esinedos de viabihdade);

o vindtica o dgua e eélulas submetidas o lemperatras abave de sro e

s niat fase de pre-implaniacio o Konw de 1tinve e micTogntie

- 1974: Batico de entnii
1915 \n;am idu ele embindes de mtos pas-conge

s influenciansdo o fuare deservobiinenio genénco:

AIICTHA,

CRIOPRESFRVAGAO E TECNOLOGIA DE MANIPULACAO DE EMBRIOES

IatporTaNCEs T ASPECTOS Basicos

A Lruapme*\.u,m e emnbrinies. tanw e biotérios quanto em insiuigies de pesquise, € unta poderosa

fermmenta. Por meio da manipniagdo de embrides (cm wdes os seus niveis), pode-se nterferir e diversos

prmgwlus expertentats, smdo que em alguns. deles esta e nologis ¢ absoliamente uslispenisavel. Alédm
-chta nos dquamm. sem nios darmos conta, com oumes beneticios advindos

r.iu».sa_ wenol «.‘gm. \gdmm »diguns exemplos:

<Testes de Toxicidade (Efettos Embriotoxicos)

Consiste na utilizacio de embyides para a observacio do carter toxicoldgice de diferentes drogas. U
exemplo € el empregn no teste de g smdmus {noves ow ndo) (ue sedo uiilizados wa agriculura,

- Caracterizaciio Toxicoldgiea 41& Farmacos {T3 cratogenicos)

Certas drogas podem alterar o deservolvimento normal de organismes. Tais drogas sdo charmadas
“teratogéuicas’ ¢ 3 importincia de seu reconhecimento se evidencia ainda mats qrundo de seu st e gestantes.
Utilizando a wenologia de manipulagio de embrites, pode-se prevenir efeitos indesejéves de uma droga,

primelramenie no emhiio ¢, posteriormente, no propro fetw.

- Medicina Humana Aliada & Reprodugao
Ensaios com cubrides, wiilizando diferentes prowcolos, podem ailiar em progrmss de reprodugio

humana como a fertilizagio n vidre, bem como na andlise embriondria de disnirbios fedis, entre outros.

10 DE TRANSGENICOS

A TecxoLoci bE MaxtprLacio pe EsBrIOES ALiapa A Propug
E QUIMERAS

Areraas Consiprracoes Historicas

N década de 66 do século XX, Kiistof Tarkowski wiilizou blastémeres paraa quebra da zona pmucnia.
o (Iu““lld. gkﬂulﬁL \1li1tf !})U )('Pv 1 ROV il“)&b‘b‘\‘j (11)[{\‘6’ AULESS

samlm ao desenvohimento dul prinies %
na digestio da zona pelicida de wn embrigo. Finalmente, Gardner conseguiu tnjetar células woladas de
embrites doadores em blastocistos hospedeiros {quimers]. ‘

Rudolf Jaenich ¢ Beatrice Mintz, ma déeada de 70, exceutaram a primcira inwoducio direta de material
genético em eribrides de camundongos. munindosse do DNA de virus SV-4). Parslelimenie, ovorren a
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averstdicucio ro s das e, sendo e essa utifizacio se esgeneliy @ asiiicdos nolooiens, rades oe

prgnentacio. diferenciacio sexmd ¢ estidos de elferenciasio celulor, cnrme s,

Aok de 860 o TharCasty pels Croniecan e vene clorasio fe casa o wene & di vine i fevpes

:«;Silg.‘lc.\} e fibwoldusio citlaivadi, }aus‘sli anelo, dssilin g Tamyaingio tle raterial HO ] n':;r«'nl‘m;uf‘- [rosterior

. . “ ) ) _ . R . . - ) - o

e inllaeneiando g cimeepcio do ametnico, Yuda nesse petionten, Cardon vxecipon 1 HHCIOH e o seng
. R . 1 . - R e ol i N H " :

cloneaelo an pré-nacled de enthniges de s celule, apronimudiese g fratsgonese couso estahelocida

aabmenie,

o8 Eapposus

Mareri-Privis pigy o Disevinn nsevr or Aoy

A z»x?.uim:iu_gctn da wileacio de teonologius de maiosthicio de anbrides. em pescitisg € deveras anpela,
Com elas. podens ser wnpubidos desdle embiaes de s ceula e sadivicdios et estagio e blasiocis,
permitindo. dessa forma, a produgae de wansvéuices, bneckouts € UEIETES, CRife ros,

s okd

A transgenia’ ¢ uma ferramenta cicutifica gtie possibilic @ criacdio de noves mededos, Esse processn
tarita pele micramiecio Jde fragmentos de DNA em o das pré-ndeleos (Fie, 29 quan pefa producio de

quimeras fovnadis a prartir wicarperagio de ociulas de itz autre lnhaver no HWasweisto, de mmg Inhagem

recepiora. As célubis em Guestho pertencew & massa celnlar jnterna MO de wn embrian Imhagem

doadora ¢ serdo inanduzidas u3.blastocele do embiizo receptor. Apds seret menrporadas, as caracieristicas o

linhagern: doadora serio manifestadas na livhagem recepror. Assim sendo, mediiduos or

téenica terdo- informaghes senticas das duas linhagens.

sanados [ s

E possivel. portanis, e o animal apresente em sew
teoido somsiico heranicas. de chias otigens genéticas difercntes (Fig. 3).

Ha aineds uni iéenica (e comsiste na fusio dus duas @onicas anteriores para a obtengio d-r:-m‘msgéniz:ns.
Por melo de

ienica os-aminiais quiméricos serdo selecionindos apds a diferenciagio ceidar, sendn o enforpue
prncipal destinado iqueles cuj caracteristica cesciacly estega prresente as células seprodutivas fgamenas) (Fe. 1),

Figura 2 - Desenhior da iransgénese por micromecio

| — ot 5 A< o 5 PN |
Eztuaf;aq anterior a fusde dos pré-niicless f

COoITe B RTILZADG

581 eadula . i

Minroinieric do MNA wrgitien mascwine

BHLTIEDds

iy
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Anexos

5 blotgtios

{emprese

Baveo DE EMBRIOES

Reposlcio BEbiars pas LINHAGENS

(1 banco de embrides @ ¢ uia realidade em .ﬁﬂwm Lintérins e, ek sun shmpheidade, deveria ser e
. i

o rotineiro em wodas @ insituicdes. Con essa o ¢ aferecer wda ascenreng o coldnas,

LT Y qm p(rwinhm reposicin mmediata das inhag

As coltmins de findagio esiio sujeiias w acidentes gue nfio podens ser wiadimente eviwdos, mesimo com

prezramas de prevencio, Assim setichin, fazese necessdrin nma orioa guie perinila o sua \‘cpusic'{m Nudvsda
de 50, por The Jackson Laboratory. localizado em Bar Harbon Maine. nos Estados Unidos, um incéndio
acubou por dizimar v grande parte das matrizes & existenies. Porén, devide g banca de embioes
complets ¢ funcional. os pesquisadores pleram restabelecer us colinas semy matoses conseqliencias pard o
Fancionamenio do cenro.

Alén do prejnize decorrente da perda de maiaes. os aciceries em Diodaos ;‘u"»ric‘n‘; comproticier as atvidaces
ol pesquisa que silizan os modedos forecidos por eles, gerande graves canseqiiéncas. Por essa razio, a reposicio
imedding s colorias 6 muitas vezes a Unica alternativa para miningizar wis efeitos negaivos, Com o ausilio de wa

haneo de embriges funcional ¢ operanic, € possivel o repovoamento ripido ¢ eficieme des colomias.

SANITARION

Pepprriacio e Paprors G

Uma outra grande vantagem no estabelecimento de um baneo de embindes € a ;u—x;wmun dos padraes

sanilirios ¢ genéucos. Auavés desse bauen, linhagens padem ser conservadas era siogénin ouido, preser vauclo,

usdim, suas caracteristicas originais sem que haja perigo de mterferéneta por contaminacdes Lendlicas ou seLklnis.
& contaminacio wenética ocerre por meie da propagacio de um gene néo enginal dentro de uma

finhager muntda no biotério. 1

i peide ser conseqiiéncia de falhas hamanas o WEETIAIS. U permiien
o escape de tm animal de sua gaiola esua entrada em outra com animais de inhagens diferénte. A GCOTTEHCIA
da copula ird ceramente debmir uma I;m»rr:me geneticamente contaminacda. [sso ¢ ainda niais grave nos
casos e que duas linhagens de constitwiglo genética diferente. mas de mesmz aparénea {f muu{m)
mmantidas junias.em unk mesma-sala. Nesse ¢
POFLID, 3 CORAMINACED terd: grande chance de-se incorporar na volonia, descaracterizando-a. Do mesmio
modo, uma contaminacao saniiaria (por virus, fungos, bactérias, protozoarios, por exemplo) ambém i

1,4 pmm:x e Han detm ser difeveniciada pela colotacio ¢,

causar a descaracterizacio da jinhagem.

Ambas as contaminaghes ecompromeiem a r&,pmdnumhdadc C R unwers ‘zhdadn Lx])c'mstnul\. A
universalidaile define 2 propriedade de un resuliado obtido servalido em qualquer centio de pesquise, desde
que realizado. com’ o mesmo modelo animal ¢ nas mesmas conidicoes. J& a reprodutibilicade represema a
garagtia de e o resubado experimental serd o mesme se repetido em é}"r('}&.:‘& diferentes. witlizande o mespio
models nas mesnas candigdes. () advento da banco de embrides viabilizon essas metas.

Estogue Porexciar pe Livpacins

A mamuengio rsas Hinhagens o wm hicwério &, muitas vezes. wan dlescjo pustficavel da coatnielade
clemifica, nma ver que permite o 41&'\¢:nmlumcmn de virios ensalos

a wdocio dc dwf*a‘sda OuTas pxo& wlénclas, s comn L.qld{lmk‘dh de reenrsos humemoes, além da

serimentais. Entretanto, sso € nndto

}u]mtgd fos cesy es por exigénda téenica da propria linhagem) e dos insumos
08 parad IEnuengdo n{ns AnHmats. Us embrides di batico nae possiem s necessishides, bastando-

1t Uill"dd{k_m

hes i suprimento de nitzngénio liguide pare gue permanees
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Assimn, o esiahelucimenio do baseo penitte zo biotévio s nanne neda de nimaande nemern de find JRICN

whatxe csto, Mld disse s, pode-se stinizr o pringr ansacio de entres e anims 3 commmidade HSUArL,

Certas linksens, DO BerEnateceren durante WG Gt sen solie tacho de s, S0 criopreservudas, porfends

sev dlescunvetadas ¢ reinpaniadas no Costro, caso ha]d a nevessidade.

DESCONTSMIN 440

Ao 4 T

M BE SR (BRI

Aemea de dermacio coariang vens serdo amplanmente mdizacda como g de SUPOHE & rrarias

Wi

¢ presgenos e colouias contaminadas de o amrsdenzos ¢ raws, Taraliom chanmada de
5n~um,wm.f {l:u;

6L ¢ wim provedimento hostanic stnpdes, porénn de relatig elincin, s ver ue 1

mwm{t‘iuf'::at'f‘f-n!"; ke ser mx{qunmmnin i\\\ut((;ll(‘ POTGEC AT PalSEenos alrsessan:
a harrerma placentira ¢ congming

casos de contasinagio e pratdrenes de transiissio verica) {romo 3

s vivis e pricoplasia, pr exetnplo),
f3tcesse g climin

an o fote aincke em des

IV TTIER D i FHETO MgicTing.

Grande assoctads pragrumas de colen, by

e transleréncis de embnites, o ntimers de cusos Len-

ETar xhum e desciananing [I0F esses agentes simentz signthcaivunenic. A zona pehicids do colwine ¢

um barreira de protecio deveras eliciente ¢ - thiranie @ excengdo do protucolo, as repeticas livagens. as epriais

ies Nin xuhlmmlm relRm ;mr ArTSlE o8 CONBMIRnes alerndos 3 if

s bl

Assim, z «mitnuh de colonias o rus-free ¢ aximicns ¢ asseartrads com a execncie. de unm ou daas
Iisterectomias, seguida de aﬁﬁ:xlamc'mm progranmdos. para a colets ¢ ransteéici e cinbrides o Bmegs
PHOras, cnmpmuuldmzr’k beres de paldgenos,

Figrra 6 — A réenicn de hiserectoania o deriacio cesitana

FEMEA DOADORA

FEMEA RECEPTORA

CORNGS UTERINGS COM
XEONATOR

RETIRADA DOS XEONATOS
DO UTERG

TrasseorRTE Facitriann

Pade-se, com apoiy dessa iecnologla, H“Xl'is‘!':f'ﬂ'(ur comi segurania ¢ beifidade wn arande tigmere de
embiides de diferentes linhag gens e especies de animais reduzindo-se, porianio. cusios ¢ probleaas relacionados

P
as transporte sle animais em’ maior volume ou de grande pore,
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Renrcao pr Crsto pys Cotonas o Fevaarin

Eni centros que prodiens animais sanitivi ¢ seteticamente cerificadus, o custo da mantencao dis
colimias Je funidacao ¢ muiw chovardo. Esse fato ¢ decorrente dos cuidadis yeeessinos para 3 manuiengio

desses mrinss (acasalamentos. solamenio, alimentagio, contole de ualidade ac). Pormeio do esabddecnnento

do banen de emnbrides, o nimero de casals necessarios nas coldnios de fumducio ¢ drasteamenie recdiide,

acarretando wna raducio nos costos dessas vrtnizes,

TrervaeNTo DE Prssos

Finalmente, uma consideracio cabivel € a importante contribnigan dessa reenologin para @ equipe e
ternicos. £ cottaio com esse babatho, apareniemnente sofisticadn, tem steito esumulane sobre o e, rpie

se sente it vadonzada,

Prixcipas Eraras pa TeoxoLocia bE CRIOPRESERVACIO

O estabelecimento de ama rotina par o congelamento de embrites geotieve en Wirkas clapas « apresen
diferentes necessidades. Para miethor contpreensao, nos as separaros em duas paries.

PARTE |
Necessidades Gerats (preparo dos materiais, drogas ¢ animais)

Para a realizago da téonica, € indispensivel o prepare de alguns iens.

Denire eles destacame-se os seguintes materiais:

-meins de coleta e cultive (Brinster, PB1, M16, Whiten etc.}

« machios vasectomizados

« fenieas doadoras {superovulacio ¢ acasalamento normal);

< horménios (estimulante de Jolitulos e hueinizants)

- drogas e unestésicos

- Talerials CIrirgiceos

Parts 2

Coleta de Tmbrides .

Os embrites sin a matdria-prima utilizada para @ formagio de banco, Suaobtengdo € o principio de wdo
0 processe € exige 05 seguintes miateriais:

- preparo do meia de coleta (podem ser uiilizados diferentes metos. como PB1 ¢ Han F10)

- prepare dos capilares de manipulag

- setinga ¢ agulha parz a lavagem do oviduio

- placas de Pewri descurtiveis

- tesouras ele ponta romba e fing

- pingas

- femeas doadoras {acasaladas de formz progromada com on-sem superovulacio)

Coengelamento

A etapa de congelumento dos embrides €, a despeito da simplicidade, extremamenie critica. A gualidade
do meio wilizade, asseciada ae preparo dos materius., determina o sucesso no congelamento, preservando
a viahilidade dos embrites. Nessa etapa, a aten¢io deve ser para os seguintes materiats:
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< prepare dos mcios de congelinmenio, Teses mieios sio obticdos 3 partiy o solabelizacis de subsidneias
CRIOEICToTs Bo et e volest (Eu'ui('mnc{’uiigilmllbti ferentes subsianeias para s protecio dos emibindes,

comi DMSOL propifene glicol v

s prepare de e capilares e manizadecio:

«prepare dos miningdes p‘r“ acondiciommenns dos embrites era tacin o aodisgdo cooprotcton (existen

rgf’.u\m I (Hl:(‘f!t\ IH\"M’H\Q »1d i ni.‘zxt‘wxi:'] PO PSSty ser "tuu}is( I
¢

ispestedo dos crbaides oy minindes ¢ mansferencia desies paru o basthe refgerae

< transterencin shos minitdus pur o reservatdoios {eamdneres) v nirogésn Tigeado,
Deseongelmnenio

e certa forma,

asenie com o el estu SIS THOIITORL s | res, N desvongs inetitn, o

¥
H
B

ernbrides receheram v ramento gue PErIBHITA & FCOrRG L nesta sitsacin Dinlo

I HE SECTOOPITI G B

foa apds @ s redrada do inerior do ovidu da Bmea doadors, Esse: trawrmenio consiste mr onfocacio

e s volne de vin e, sem (,n‘»pmtc!m frsednico), uo meta rec@m-eximido do miminhn o

e comdn oy eririoes, Esse pracedimento visa o diluir o Choproteion piis, 114 wrperaines snbiente,

i

HIESHYES £ IGNI00 & e npum:m s viabilidade sdos embrites. Apds ués dilideies seriadis, os z'ml'xs‘u}e«.

poifers ser ransiendos par s meo de cudiive ssoomico.

- yeritacly edos ;mmml-m der weservarinio: para descangelamenio dos cmbrices:

< deposicio doxs embides amoaeo de anlinm (rddramcio): ,

-culivosde cnbrides e et de ( 0. pedo periodo de 120 o 140 ra e mperatas de 37 C e pereconual
de 3.3% e CO,

- ehiservaciio dos crubiies de neciacins

- trenslerdncity de cmbines para as Binvas reCeponas ;xsuu'h»}@x';'nhrs.

Tragslane
Apis o descongelungnio, o cultive on msesmo quando se descia realizar v ransferéneie a fresco

wra desconuaninacio, os embrifes deverio ser inreduzidos ng a femea receptora weparxla para
i :

recehé-los. Este preparo © a tmdngio de wng pseudoprertier na fcmu receptor, obinda @ partir de
sug colocagdn junte 2w macho vasccnmizada, lw; pussibilita que a e ccnznuiu NG

servada wa zestacio normal, | .nausm:i«- aws ¢tubriGes wn amblenwe

Isiehosre sumilar anueia o

priimme ao-ohservado nesse mm e gestacan. () local wvdv us emdnides serdo roduzides ¢ o

mesnio de ode eles foram retirados: o oviduto, Nessa erapa da wenico, devem ser adotadas as

SERUInIes providéncias:

- anestesii e Emed receptors { prefeveicialmente hilariida) previgrienie seasaleds com o mache

vasectnmizicdo:

- NEISA0 - para & '£.'X‘j?lf}*i(ﬂ|‘7 do vorna uterino, com posterior apresentacga do ovidie:
~supiura b bolsa ovariana ¢ mrrodngie dos embinioes via infuneltheluni:
- retorno diy corpo wering o do ovidinte & eanvidade peritonials

~ SHIGERS B0 peritinio pd

- acorupanbianento pos-cind oo e posterion deteceio de prenher,

OBS: Os JHoCess

sub piena de nlio se eviar fatores de interleréne T, (e podent comprometer a x'f

s anterionmente sitados fizem prarte de nin protocoln gue deve ser fidmente semticdo,

ickon da téenien.
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R

o
Upgtoserv doods o

O Deraiavesto pas ETaess TTILzaNno covo Expuirio 0 CaosponGo

I tr, ! A g .
Premin of Mackos YVobcTosZabos
Para descrever o processo de vasectomia, inteiahnenie deveinos apreseigar o sueriais itdizados, Dinpres
warenios o carmndongn coma modelo.
CISSTRUMENTAL CIRURCICG — composto e tesoura de ponia romba, resoin de pomta i, pragas ek
civer ¢ e pont rombea, hisrt, tesoas porta-agulbe, aggaibas pare s, Hihide dgodo pars sate,

findia absorvivel para sz do peritiue, agulhas ¢ sermgs pars anestesiy:

- SUBSTANGCES ANESTUSH Y = pode variar de ae orda com a espéeie il com g v el e et wabalhande. Pag

ibramoctanol diluidn e dleool aavl wercanol:

camnundonos, wiliza-se preferencialmente o fverfrn (22
VATERIAL FIRA € AUTERIZACAO DO DEFERENTL — comypiesio por i g relojociro ¢ v umpani

ATERIAL POS-ORERATORIO — cansiste de anza Jonie de calor (podendo ser uma Fanpada wceandescenc)
e de wrma caixa indiddual. para e animal, com comida ¢ dgua. A canie wilizada -kur‘ ser e paped o
waierial similar par o anmentar o condorio do avimal ¢ reduzir o estresse pos-cirrgcen,

Desse oo, murindo-se do nuerial acima cado, pode-se partir pura a cirurgia. Inic whnente, admmsta-
s o gnestéstce no animal via n')rm;'aenwn il @ fim de sedi-lo. Faz-se entdo suna incisio no abuldimen. a
d;mmmmLmunw 1 em acina do pénts. Utlizande as pugas de portta romba, resgate-se o ducto deferenie o,

com a pinga relojosivo. previamente aguecida. procede-se com a cantertzagio. € gesticuln ¢ entdo forgado #

retornar & posicio anatdmica, fendo-se wma peaguens Pressio com o8 dedos ndicadeores sobre o abddnen, de
forma & permitir que o testiculo retore 3 bolsa eserol. () mesnwo procedimento ¢ niilizado no oo deleronte.
Firalmierste, siiura-se o peritinio e a pele, ¢ o aningal € gransteride pars wna gaiols provima 2 e fonte de calorn,
() camuilingo € en@o acompanhado em seu pos-operaléno | clo periodo minimo de des dus (Fig 7}

Figura 7 — Desenho esquematicn i canterizacdo de deferente

. INCISAOE

. EXPOSICAD

. pOSDUCTOS | - -

! ' i Y

| DEFERENTES || : N

: e | S
TV

| PLCTOS CAUTERIZADOY —P

Preeanc ma Fiaa Doanoka

wdor de embrites gerddmente € orunda das colonias de furelacio por e i apresents e
\ ditirnizagcio de seu scasalimento &, portanto, bustanee desejivel. Para atingr wn yrau mdximo e
530 11{11[/',8( t] iﬂ)ll!}ﬁl”(?'\ ‘)L\'“sﬂ\ q“(‘ ll“lll[tlﬂ k] g(,n'ltd o (,K!U f:?\i)‘-‘k.”(}.
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Aviiis DE Lagismiomn

Sob o eleits dos hormonios folicnl estmulange (ESH) e Inteinizante (LHY wm mivero bostanie clevadn

o

: ‘ o . e s ey
de ovidos ¢ pradwzido ¢ iberado pas estaren disponivets 3 fecundacio. Nommalenie, o dose de 5 U] ¢

suficiene para o prodneo de mn devado nimero de erbrion Cisenio, e virtide da censtitnioio eendtica

tho carmusdongn (Iuhagen), certos apstes e frzetn necessdrios,
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Essa etupa do processo {estimidacio da {ames via Bormbmos). ranbévs chamada superovilacio, ¢

aprescutada wa fiep S,

Fionra 8 - Etapas do processo de superavulacio
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Aps o processo de superovtidacio. o fmea € colncada na presenga do wacho pars aque a copida se
paocesse ¢ os crnbrig

 possan ser-coletados, Dilerentes estigios de deseivolvinnento embrionirio puoder ser

uiilizades. Poré, os mais uiilizades. o para congelamento yuans para o traplaie, s@o os cabrites de 2
a & céfulas. Esses estigios siv counhecidos como pré-implanacio e estao ainda vo interior do ovidhes, migrando
Ao se desenvolveria (Figs. 9 ¢ 10).
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Figura 9 — Estagios de pré-implantacio na embriogénese de canzmdongo
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Cpipeseriacgo de ombaroes nies on Liostnie

Hi. hasicanente. duas metodologias de congelamenio, & primedra delas compreende o congelamento

vinidn com a colocacio dos minitbos nos quais ox anbrides estio acondicionados ey contaw direto com o

nitragenio liguido, Esse processo ¢ conheciido come irificacin. Porcan, apesar de apresentar bons resuluados
a6 caso e embines bevinos. o vindfieacin pode casar danos a cmdindes cajas carcterisiicas lhes conteren
st etior Tesisigncia (ern murinos, por exeniplo). s, pode-se nidiz mnsa seging la metodalogia, conhocida
comme “cangelamenio gadial’y gque propercionara melbotes resuliados,

No congelumnento erachral, wmben condiedido coro por etapas, embrites e goma peliicida € menos
resisterte terio terupe de perder temperatuna s que ocorr i Tupliu de s capsudae Naverdade, no
|

processo gradual. ocoree a perda de dgua por parte do embrido justanente com o decrdscinio de sua et

Unne vez coletados os embrides. o material necessinio para o cor

elamento gradual ¢ o sepine:

CAATERIAL DE MANIPULACAO — consiste s eapilares de manipulacio de embaides {conleccionados por
meio do dlonganento de pipetas Pastenr previamente aquecidas. de ntode g formar mn capnlar de vidvo
conr didetro aproximado de 120 micdaeios), placas de Petn (plasiicas descarivensh

S MATERIAL DE ACONDICIONAMENTO — minitiibos proprios pars giardar os eibrides, hettiiss comt nirogénio
liquide, magazines para v srmazenauento de ininbos oo interor do Lo

- WRTERIL QUINICH — solucio crinproterora (de concentragdo conhiecida) adequada a especic stz

« MXTERIML DE CONGELAMENTO — Danho refrigerado com comrole de remperanrz, Os banhos devem ser

PrOgraNivess ¢ PETHNL W decréscino contralado.

(O processo de congelamento e etapas {(Grifico 1) inicla-se com a adigio da solucio cnoproteion as
meio ¢ estean mintmbo. A pardr dai, os anbnécs sao retirados da pluea contendo meio de culivm e, com o
ansilio de mn capilar, colocados no tieror do mininbo. Este, enido, € levade ao banho rengenado rque
execntard a diminuicio gradual da wemperaua. Logo. o mintubo esinrd congelardo e porlend engio ser colocada

no reservatério de niroegnio ligquido, onde porferd ser mantido por tempe Indeterminado, destde que o nivel

de uitrogéuio seja pertodicamente acompanbado ¢ completado quando necessio,
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selamento gradual ewilioes realizada em eriopreservacio
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A iifizacio de smbnties pare o onacie de modelos experimentais transgénicos ganha forge o cachr i,
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