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RESUMO 

 

O gênero Cryptosporidium compreende atualmente 16 espécies, que já foram encontradas 

parasitando mais de 150 espécies animais, incluindo o homem, no qual já foram referidas 

infecções causadas por sete delas. O Cryptosporidium parvum é o mais estudado porque é 

responsabilizado pelo caráter zoonótico da infecção. A espécie responsável pelo caráter 

antroponótico da criptosporidiose é o Cryptosporidium hominis. Embora já tenha sido 

descoberto há cem anos e mesmo com o avanço da genômica e biologia molecular, ainda 

existem muitas dúvidas sobre sua taxonomia, biologia e relação com seus variados 

hospedeiros. Dados na literatura apontam para a necessidade urgente da definição de modelos 

experimentais para cultivo de linhagens do parasito “in vivo” e “in vitro”. As pesquisas “in vivo” 

esbarram na dificuldade da utilização de grande número de animais certificados do ponto de 

vista genético e sanitário e mantidos em ambientes controlados. Por outro lado, os métodos de 

cultivo “in vitro” têm-se mostrado de difícil reprodutibilidade, pois a grande variabilidade de 

linhagens celulares, com diferentes origens, cultivadas em diferentes meios, em condições 

ambientais diversas, tornam bastante controversos os resultados obtidos nessa área. Neste 

trabalho apresentamos o cultivo de uma cepa de origem humana de Cryptosporidium sp, de um 

único paciente portador de HIV/aids, com criptosporidiose, denominada de MMC/Uni, mantida 

pela infecção por tubagem intra-gástrica de 105 oocistos em camundongos  neonatos livres de 

patógenos específicos (SPF) de  linhagens, heterogênicas e isogênicas imunocompetentes e 

imunodeficientes , mantidos durante todo o experimento em isolador de PVC flexível.  Oocistos 

da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium sp  foram purificados mediante gradiente de sacarose. 

Após excistação, foram cultivados em monocamadas da linhagem celular MDBK (Madin-Darby 

Bovine Kidney). A presença de merontes foi constatada após 90 horas de cultivo. A cepa 

MMC/Uni de Cryptosporidium sp, de origem humana, permaneceu infectante após 16 meses, 

sob refrigeração a 4°C, em solução de Dicromato de Potássio a 2,5% e manteve a infectividade 

de camundongos após 10 meses de congelamento em DMSO a ─70ºC. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium sp, cepa de origem humana, cultivo “in vitro”, 

camundongos, células MDBK. 
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ABSTRACT 

 

Cryptosporidium covers actually 16 species, that have been found infecting more then 150 

animal species, including humans, in wich have already been reported infections caused by 

seven of them. Cryptosporidium parvum is the most studied, due to be responsible by the 

zoonotic character of the infection. The specie responsible by the anthroponotic character of the 

criptosporidiosis is Cryptosporidium hominis. Although it has been discovered a hundred years 

ago, and even with the advances in genomics and molecular biology, still persists many doubts 

about its taxonomy, biology and the relations with its many different hosts. Data in literature point 

toward the urgent need in the definition of experimental models to cultivate strains of the 

parasite “in vivo” and “in vitro”. The research “in vivo” faces the difficulty in the use of a great 

number of certificated animals, in the point of genetic and sanitary view, kept in controlled 

environment. In the other hand, “in vitro” culture methods have shown to be of difficult 

reproductibility, for the great variability of the cellular strains, with different origins, kept in 

different breeding media, in diverse environmental conditions, turn out of great controversy the 

results found in this area. Here we present a strain of Cryptosporidium sp, from human origin, 

taken from an unique HIV/aids patient with criptosporidiosis, named as MMC/Uni, kept by a 

intragastric tubage infection of 105 oocysts in Specific Pathogen-Free (SPF) neonates from 

outbred and inbred immunocompetent or immunodeficient mice strains, kept during the entire 

experiment in an isolator of flexible PVC. Oocists of MMC/Uni strain of Cryptosporidium sp were 

purified by sucrose gradient. After excistation, they were cultivated in MDBK (Madin-Darby 

Bovine Kidney) cells monolayers. The presence of meronts was observed after 90 hours of 

cultivation. The strain MMC/Uni of Cryptosporidium sp, from human origin, remained infectant 

after 16 months, under refrigeration at 4°C, in a 2.5% solution of Potassium Dichromate, and 

maintened infectiveness in mouse, after 10 months of freezing in DMSO at ─70ºC. 

 

KEY WORDS: Cryptosporidium sp, strain from human origin, “in vitro” culture, mouse strains, 

MDBK cells. 
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1. INTRODUÇÃO: 

 

Cryptosporidium parvum é um parasito do filo Apicomplexa. Este filo constitui 

um agrupamento de protozoários bastante homogêneo, com cerca de 4.600 espécies 

descritas (LEVINE, 1988), sendo todas parasitas. São também conhecidos como coccídios, 

com a principal característica de possuírem na extremidade anterior de suas formas 

infectantes um complexo de organelas destinadas à sua penetração nas células do 

hospedeiro, conhecido pelo nome de complexo apical. O C. parvum pertence à Classe 

Sporozoasida, pois seus oocistos, após excistação, liberam quatro esporozoítos infectivos e 

porque sua reprodução é tanto assexuada, quanto sexuada; Sub-Classe Coccidiasina, seu 

ciclo biológico consiste de merogonia, gametogonia e esporogonia; Ordem Eucoccidiorida, 

ocorre esquizogonia; Sub-Ordem Eimeriorina, macro e microgametas desenvolvendo-se 

independentemente; e, Família Cryptosporidiidae, porque seus oocistos não contêm 

esporocistos, mas sim, quatro esporozoítos livres (LEVINE, 1988; TZIPORI, 1998 e 

TZIPORI & WARD, 2002). Convém ressaltar que após quase 100 anos da descoberta deste 

parasito e mesmo com os avanços das técnicas de genética e biologia molecular, ainda 

existem controvérsias quanto à sua taxonomia (CACCIÒ et al, 2005).  

 

O gênero Cryptosporidium foi inicialmente reconhecido por Ernest Edward 

Tyzzer, que o descreveu, em 1907, nas glândulas gástricas de camundongo, dando a esta 

espécie a denominação de Cryptosporidium muris.  Mais tarde, em 1912, este mesmo autor 

isolou do intestino delgado, também de camundongo, uma outra espécie, Cryptosporidium 

parvum, que, ao contrário do inicialmente descrito, não infecta o estômago e seus oocistos 

são menores. 

 

A palavra “cryptosporidium” pode ser traduzida como “esporo escondido”, ou 

mais especificamente do latim, como “esporo de debaixo da terra”, Tyzzer (1910) tinha a 

intenção ao nomear este gênero, de defini-lo como um “sporozoon” no qual os esporos são 

indistinguíveis, ou ausentes nos seus oocistos. Nesse mesmo artigo, o autor diferenciava o 

gênero Cryptosporidium dos coccídios, em razão de suas estruturas distintas: os coccídios 

têm geralmente esporozoítos no interior dos esporocistos, os quais estão ausentes no 

gênero por ele descrito. 
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Embora já descrito desde o início do século passado, pensava-se que se 

tratava de um parasito bastante raro, não patogênico e hospedeiro-específico. Alguns 

estudos realizados há algumas décadas documentaram sua ocorrência no gado. Mesmo 

demonstrando ser de grande interesse para as ciências veterinárias, foi somente no início 

da década de 80, depois de ser reconhecido como causa relevante de mortalidade e 

morbidade para os pacientes imunossuprimidos, principalmente aqueles acometidos pela 

Síndrome da imunodeficiência humana adquirida (Aids), é que surgiram algumas 

importantes informações sobre a biologia, patogenia e epidemiologia desta zoonose, 

embora alguns desses aspectos ainda mereçam estudos minuciosos (TZIPORI, 1983 e 

TZIPORI & WARD, 2002). 

 

Atualmente existem reconhecidas neste gênero, 16 espécies: Cryptosporidium 

baileyi, Cryptosporidium meleagridis e Cryptosporidium galli (aves); Cryptosporidium molnari 

e Cryptosporidium scophitalmi (peixes); Cryptosporidium serpentis e Cryptosporidium 

saurophilum (répteis); Cryptosporidium wrairi (cobaios); Cryptosporidium felis (gatos); 

Cryptosporidium canis (cães); Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium bovis (gado 

bovino); Cryptosporidium suis (suíno); Cryptosporidium muris, encontrado preferencialmente 

nos camundongos; Cryptosporidium parvum, capaz de infectar aproximadamente 155 

espécies de mamíferos, inclusive o homem; e, Cryptosporidium hominis, encontrado quase 

que exclusivamente em humanos (MORGAN-RYAN et al., 2002; CAREY et al., 2004; XIAO 

et al., 2004; RYAN et al., 2004; FAYER, 2005; FAYER et al, 2005 e SUNNOTEL et al, 

2006). Mais recentemente SLAPETA (2006) propôs a descoberta de uma nova espécie, o 

Cryptosporidium pestis, também em bovinos; porém, esta nova espécie está ainda para ser 

validada (SLAPETA, 2007 e XIAO, 2007). 

 

Entretanto, face à identificação de muitas espécies de Cryptosporidium terem 

sido realizadas apenas pela morfologia de seus oocistos, sem dados suficientes 

relacionados com a especificidade dos seus hospedeiros, ou do estudo esmiuçado de suas 

características moleculares, ainda não se sabe exatamente o número de isolados que são 

realmente da espécie C. parvum (FAYER, 2005). 

 

Por outro lado, vários estudos realizados com diferentes isolados de C. 

parvum, permitiram originalmente sua classificação em dois grandes grupos que infectam 
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humanos: a linhagem antroponótica, que parecia ser infectante apenas para humanos, 

genótipo 1 e a linhagem zoonótica, capaz de infectar também outras espécies de 

mamíferos, além do homem, genótipo 2 (PENG et al., 1997). 

 

C. parvum  genótipo 1 ou “H” (humano) é que foi nomeado  C. hominis  e já foi 

registrado em mamífero marinho (Dungong dugon) e ovinos, onde também já foram 

referidas infecções experimentais, além de leitões (XIAO et al., 2004 ).  C. parvum, genótipo 

2 ou “C” (bovino), tradicionalmente infecta o trato gastrointestinal tanto de seres humanos 

como de muitas outras espécies animais (CARRAWAY et al., 1997), o qual foi recentemente 

nomeado como Cryptosporidium pestis  (SLAPETA, 2006). 

 

O gênero Cryptosporidium tem um ciclo biológico, apesar de complexo, 

semelhante ao dos coccídios em geral, apresentando algumas particularidades. É 

monoxênico e obrigatoriamente intracelular em todas as etapas. Sua reprodução pode ser 

tanto assexuada, quando ocorrem duas gerações de merontes (merontes Tipo I e merontes 

Tipo II), como sexuada, com formação de macrogametas e microgametas.  Após a 

fecundação há a formação dos oocistos (que por não conterem esporocistos, apresentam 4 

esporozoítos livres em seu interior), compreendendo os produtos finais, que são liberados 

junto com as fezes para o meio ambiente, já aptos para promoverem infecção (FLANIGAN & 

SOAVE, 1993). Nesse processo são conhecidos seis estágios distintos (KEUSCH, et al., 

1995), a seguir: 

1. Excistação, quando nos hospedeiros suscetíveis, após a ingestão dos oocistos, havendo 

mudanças de temperatura e ph, na presença de sais biliares e enzimas pancreáticas, 

ocorre a liberação dos seus quatro esporozoítos (formas infectantes), através de uma 

sutura localizada ao longo de um dos lados do oocisto, preferencialmente na região do 

íleo (CAREY et al., 2006). 

2. Merogonia, que constitui a invasão das células epiteliais do intestino delgado, quando 

cada esporozoíto, após a penetração em uma única célula, diferencia-se em trofozoíta, 

localizando-se no vacúolo parasitóforo, formado pela fusão das membranas do parasita 

e da célula do hospedeiro. Nesta fase, quando o núcleo do trofozoíta se divide, dá-se 

início ao estágio de multiplicação intracelular assexuado (merogonia ou esquizogonia), 

resultando na formação de merontes ou esquizontes, que recebem o nome de merontes 

Tipo I, que se rompem, liberando os merozoítas, em número de seis a oito, em cada um. 
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Uma vez libertos, esses merozoítas penetram em novas células e, por merogonia vão 

formar outros merontes. Esse ciclo pode continuar ocorrendo indefinidamente. Nessa 

etapa alguns merontes Tipo I vão originar os merontes Tipo II, os quais contêm apenas 

quatro merozoítos. 

3. Gametogonia (reprodução sexuada), quando ocorre a diferenciação de macrogametas e 

microgametas . Sabe-se que apenas merozoíts do Tipo II são capazes de iniciá-la. 

Esses merozoítos do Tipo II penetram em novas células e, quando o fazem, alguns 

aumentam de tamanho, permanecendo uninucleados e formando os macrogamontes 

(femininos); outros, tornam-se multinucleados e formam microgamontes, que após 

divisão nuclear contém 16 microgametas não flagelados (masculinos), cada um.  

4. Fertilização, que ocorre quando os microgametócitos se rompem, liberando os 

microgametas, que penetram nos macrogametas, formando um zigoto. 

5. Desenvolvimento dos oocistos. Após a formação do zigoto (único estágio diplóide em 

todo o ciclo biológico), inicia-se a formação de uma membrana ao seu redor, na maioria 

das vezes bastante resistente, designada de “parede espessa”, com cerca de 40 até 

100nm, que caracteriza essa nova forma, o oocisto, como a forma de resistência deste 

parasito. Entretanto, aproximadamente 20% dos oocistos são produzidos sem essa 

membrana espessa e são denominados de oocistos de “parede delgada”, cuja 

espessura varia de 3 a 7nm (CURRENT & REESE, 1986 e TZIPORI & WIDMER, 2000).  

6. Esporogonia, que é a formação de quatro novos esporozoítos dentro dos oocistos, por 

divisão meiótica. Por esta razão, esses oocistos já são infectantes, quando liberados 

para o meio ambiente.  

 

A curiosa presença de oocistos de “parede grossa” e de “parede delgada”, 

conferem aos protozoários de gênero Cryptosporidium a possibilidade de ter três ciclos de 

infecção distintos: o primeiro, externo, por ingestão de oocistos eliminados no ambiente 

junto com as fezes, os quais excistam-se no interior do intestino do hospedeiro suscetível, 

liberando os esporozoítos infectantes;  o segundo, interno, quando os oocistos de parede 

delgada rompem-se ainda no interior do hospedeiro, liberando os esporozoítos infectantes, 

num processo denominado auto-infecção. Em adição ao processo de auto-infecção, temos 

o terceiro, anteriormente referido, também interno, originado da contínua replicação dos 

merontes Tipo I (FAYER, 1997). 
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A infecção pelo C. parvum ocorre nas vilosidades da membrana de enterócitos 

apicais do intestino delgado, desde o íleo até o colo, mas é capaz de desenvolver-se em 

qualquer célula epitelial onde haja microvilosidades; por essa razão, infecções em diferentes 

órgãos e tecidos têm sido referidas na literatura (TZIPORI, 1998). CLAVEL et al. (1996) 

reportaram o C. parvum como causa de infecção no trato respiratório. Nas células do 

hospedeiro, o parasita aloja-se em uma espécie de vacúolo parasitóforo, por dentro da 

membrana celular, mas por fora do citoplasma, onde é possível ter acesso às reservas 

nutricionais da célula e ficar protegido da resposta imune do hospedeiro (FAYER, 1997), 

devido a este fato é comum afirmar que o Cryptosporidium é um parasita intracelular, porém 

extra-citoplasmático. 

 

O desenvolvimento do C. parvum ocorre muito mais rápido do que se supunha 

e, cada geração se desenvolve e amadurece no período de 12 a 14 horas. Por causa da 

rapidez do seu ciclo evolutivo, somado aos processos de auto-infecção, um número bem 

expressivo de organismos pode colonizar o trato intestinal por longos períodos. O íleo 

rapidamente fica colonizado e sítios secundários, como o duodeno e o intestino grosso 

tornam-se infectados (TZIPORI, 1998). 

 

O período pré-patente varia de acordo com o hospedeiro e a espécie de 

Cryptosporidium. Experimentalmente, períodos pré-patentes para o C. parvum têm variado 

na proporção de 2-7 dias para bois, 2-4 dias para cães, 3-6 dias para porcos, 2-5 dias para 

carneiros (FAYER et al, 1990) e 4-22 para os humanos (DU PONT et al., 1995). Entretanto, 

nas epidemias humanas, quando a infecção provavelmente ocorreu por veiculação hídrica, 

onde números bastante reduzidos de parasitas são ingeridos, um período pré-patente de 4 

a 6 dias é típico (FAYER, 1997). VITOVEC e KOUDELA (1988) observaram também que o 

período pré-patente varia conforme o número de oocistos inoculados e a idade do modelo 

animal. 

 

O período patente, que compreende o tempo que dura a eliminação dos 

oocistos, também é bastante variável e, experimentalmente, está definido de 1-12 dias para 

bois, 3-33 para cães, 5-14 para porcos (FAYER et al, 1990) e 1-20 dias para humanos (DU 

PONT, 1995). FAYER et al., (1997), referem para humanos imunocompetentes um período 

de 6-18 dias para a eliminação de oocistos nas fezes, com 4 a 10 dias de diarréia, prazo 
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este que é estendido quando se tratam de humanos imunodeficientes. Estes autores 

relatam que alguns indivíduos podem liberar oocistos e parecerem assintomáticos. 

 

A criptosporidiose foi diagnosticada pela primeira vez em humanos por NIME et 

al., em 1976. Nesse mesmo ano, MEISEL et al., reportam também um caso de diarréia 

causada pelo C. parvum em paciente imunossuprimido. Nos anos 80, quando apareceram 

os primeiros casos humanos de HIV/aids, o “Centers for Disease Control and Prevention” 

(CDC), nos Estados Unidos, diagnosticou 21 casos de criptosporidiose nesses pacientes 

(CDC, 1982). Desde então, o Cryptosporidium tem sido reconhecido internacionalmente 

como agente causador de uma diarréia aquosa, com período de duração variável, que nos 

indivíduos imunocompetentes apresenta sintomatologia média a moderada, tornando-os 

relativamente resistentes a uma próxima infecção; entretanto, nos casos da infecção em 

indivíduos imunocomprometidos (principalmente aqueles acometidos pelo HIV/aids), 

freqüentemente pode levar esses pacientes à morte. 

 

Em indivíduos imunossuprimidos os estágios desenvolvimentais do parasita 

não estão confinados apenas ao trato gastrintestinal (FORGACS et al., 1983; MA et al., 

1983; PITLIK et al., 1983 e TRAVIS et al., 1990). A diarréia, a perda de peso e as dores 

abdominais são os principais sinais clínicos da infecção e nos indivíduos imunossuprimidos 

é muito comum a ocorrência de um desequilíbrio eletrolítico grave. 

 

As formas clínicas da criptosporidiose podem ser divididas em quatro 

categorias: assintomática, sintomática, crônica e fulminante. A forma assintomática, muito 

importante pelo seu potencial de transmissão endêmica, é transitória, com período de 

incubação de seis dias e uma duração de dois a 30 dias, presente apenas em indivíduos 

imunocompetentes. A sintomática caracteriza-se pelo aparecimento de diarréia aquosa, 

desconforto abdominal, anorexia e febre. As formas crônica e fulminante são características 

de indivíduos com o sistema imunológico comprometido, evidenciadas pela diarréia 

incontrolável, causando desidratação e desnutrição intensas, com conseqüente 

agravamento clínico; principalmente na fulminante, que acomete os portadores do HIV, ou 

imunossuprimidos pelo uso de drogas terapêuticas. Existem relatos de diarréia crônica, tipo 

colérica, em indivíduos subnutridos (GRIFFTHS, 1998). 

 

 6 



 7

Em estudo realizado por BLANSHARD et al. (1992) foi demonstrada uma 

prevalência de criptosporidiose de 5% em indivíduos portadores de HIV e de 21% nos 

pacientes com sintomas clínicos de aids; desse total, o curso fulminante ocorreu apenas 

naqueles cuja contagem de células CD4+ foi inferior a 50 células/mm3. 

 

Protozoários do gênero Cryptosporidium parecem não despender grandes 

esforços para evadirem-se do sistema imunológico dos hospedeiros, pois seus vários 

componentes de membrana, mais que os dos tradicionais coccídios entéricos conhecidos, 

como proteínas, glicoproteínas e fosfolipídeos, são fortemente imunogênicos e muitas 

dessas moléculas de superfície, tanto dos esporozoítos quanto dos merozoítos, reagem 

cruzadamente. Parece que o seu sucesso reside na habilidade de desenvolver-se 

rapidamente no interior dos organismos e sair para o meio ambiente em forma de 

resistência. De fato, se este parasito não fosse eficientemente eliminado do interior do 

hospedeiro causaria, em um curto espaço de tempo, uma grave desidratação, em função do 

desequilíbrio eletrolítico que levaria o hospedeiro à morte e consequentemente, à extinção 

dessa espécie. Portanto, parece plausível a afirmação de que o perfil imunológico desse 

parasita deva também representar uma estratégia para sua sobrevivência (HIJJAWI et al, 

2001). 

 

A infecção ocorre normalmente pela via fecal-oral e está universalmente 

distribuída no globo terrestre. Encontra-se documentada em 95 países e, dentre todos os 

continentes, só não é encontrada na Antártida, sendo considerada a zoonose emergente 

mais importante da atualidade (FAYER et al., 1997). CURRENT & GARCIA (1991) 

analisaram dados de prevalência mundial de criptosporidiose que indicaram que sua 

disseminação é maior em áreas mais pobres, carentes de infra-estrutura de distribuição de 

água e de coleta de esgoto, tendo sido considerada a mais significativa das patologias 

causadoras de diarréia. 

 

Um microorganismo é considerado um patógeno emergente quando ocorrem 

mudanças em suas características individuais, ou nas suas vias de transmissão, ou ainda 

na suscetibilidade de seus hospedeiros, gerando como conseqüência disso um rápido 

aumento de sua incidência ou modificação de sua distribuição geográfica. As doenças 

infecciosas emergentes são aquelas que surgem numa população, ou que, embora já 
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existissem há algum tempo, apresentam repentinamente características de agravamento do 

seu quadro  (MORSE, 1995). 

 

WOLFSON et al. (1985) no Nordeste dos Estados Unidos, examinaram fezes 

de indivíduos imunocompetentes, de várias idades e referem que houve maior prevalência 

da criptosporidiose entre crianças de até quatro anos de idade e entre adultos de 30 a 39 

anos. PEREZ - SCHAEL et al., neste mesmo ano (1985), na Venezuela, examinaram fezes 

de crianças imunocompetentes, com diarréia aguda e verificaram a prevalência de 10% de 

positividade. 

 

Numa faixa etária de 1 a 2 anos, LOUREIRO et al. (1989), no Norte do Brasil, 

detectaram uma positividade de 5,2% em amostras de fezes diarréicas. GUIZELINI & 

AMATO NETO (1992) realizaram um estudo no Estado de São Paulo, incluindo 

imunodeficientes portadores de HIV/aids, crianças e adultos imunocompetentes, quando 

encontraram um percentual total de 10,4%, tendo sido a maior prevalência nas crianças e 

nos pacientes de Aids. Na avaliação do impacto no estado nutricional e na doença diarréica 

causada pelo Cryptosporidium, AGNEW et al. (1998), determinam que a criptosporidiose é 

um importante marcador de  morbidade em crianças com idade inferior ou igual a 1 ano.  

CIMMERMAN et al. (1999) determinaram uma prevalência de 7% de criptosporidiose em 

portadores de HIV/aids, também no Estado de São Paulo. 

 

A transmissão dessa infecção pode ser direta, representada tanto pelo contato 

indivíduo – indivíduo, quanto pelo contato animal – indivíduo; ou indireta, quando a ingestão 

dos oocistos se dá através de alimentos ou água, contaminadas (WHO, 1985a, 1985b). 

 

Em 1996, FRANCO & CORDEIRO, relataram a presença de “C. parvum” nas 

fezes de crianças com dois a 60 meses de idade, que freqüentavam creches, evidenciando 

a importância da transmissão interpessoal, pois 73,6% dos resultados positivos eram 

provenientes de famílias onde existia pelo menos um profissional da área da saúde. Neste 

mesmo período, num levantamento epidemiológico realizado em 17 países da Europa, foi 

constatado que a população mais exposta ao risco da criptosporidiose era a de homens que 

fizeram sexo com outros homens (PEDERSEN et al., 1996). 
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A transmissão de Cryptosporidium sp associada ao contato com animais está 

referida em STANTIC-PAVLINIC et al. (2003), quando das 338 amostras de fezes de 

indivíduos com enterite aguda, diagnosticadas positivas para o C. parvum, 49 eram 

provenientes de indivíduos que mantinham contato direto com animais.  

 

A associação da criptosporidiose com a transmissão por veiculação hídrica 

encontra-se perfeitamente comprovada e vastamente registrada na literatura.  O primeiro 

episódio de surto epidêmico, causado pelo C. parvum por veiculação hídrica está relatado 

por CURRENT et al (1983). A partir daí ocorreram muitos outros episódios que se 

encontram também documentados (LISLE & ROSE, 1995 e ROSE et al, 2002). O mais 

famoso surto de C. parvum por veiculação hídrica ocorreu na cidade de Milwaukee, Estados 

Unidos, em 1993 e afetou mais de 400.000 indivíduos (Mac KENZIE et al., 1994a, 1994 b). 

O CDC, no período de 1993 a 1994, relatou um índice de 71% de positividade para o C. 

parvum e G. lamblia, entre as doenças veiculadas pela água, conforme se refere GOSTIN et 

al., (2000). 

 

Entre nós os dados de infecção por veiculação hídrica, estão referidos nos 

estudos de FRANCO et al. (2001) que detectaram a presença de oocistos de 

Cryptosporidium sp nas águas do Rio Atibaia; FRANCO e CANTUSIO NETO (2002), que 

descreveram a presença de oocistos do protozoário do gênero Cryptosporidium em águas 

engarrafadas de fontes minerais não gasosas, comercialmente distribuídas nos 

supermercados de Campinas, SP e os mais recentes, descritos por BRANCO (2006), que 

detectou a presença de Cryptosporidium spp. em amostras de água de consumo, 

provenientes de fontes naturais, na cidade de Campos do Jordão, SP, detectando a 

presença do parasito em 25% delas e uma prevalência de 8,1% nas comunidades rurais. 

 

No risco da transmissão do Cryptosporidium para os humanos por veiculação 

hídrica, estão envolvidos fatores biológicos, ambientais, comunitários e climáticos. Os 

fatores biológicos incluem: 1) Os níveis de oocistos eliminados nas fezes. Tem sido 

documentada na literatura uma produção elevada de oocistos por um tempo de eliminação 

que pode durar semanas (FAYER et al., 1997). 2) O potencial zoonótico do isolado, capaz 

de infectar aproximadamente 155 espécies de mamíferos, incluindo o homem (TZIPORI & 

GRIFFITHS, 1998; TZIPORI & WIDMER, 2000; ROSE et al., 2002, FAYER, 2005). GRAAF 
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et al (1999), descreveram a presença deste parasita em aves, ovinos, suínos e caprinos. 3) 

A estabilidade e infectividade dos oocistos, os quais, quando liberados no ambiente, já são 

capazes de provocar a infecção ao cair na água, podendo permanecer viáveis ainda por 

seis meses; a isso soma - se o fato de que, dependendo do isolado responsável, a infecção 

pode ocorrer com baixa dose (PENG et al., 1997; BAGLEY et al., 1998 e OKHUYSEN et al., 

1999). 

 

Os fatores ambientais incluem como componente principal a fonte de água. O 

Cryptosporidium é encontrado tanto em águas de superfície, quanto em águas profundas, 

embora no segundo caso, em menores concentrações (BAGLEY et al., 1998 e HANCOCK 

et al., 1998). Também estão relacionados ao tipo de atividade, que é desenvolvida próximo 

às coleções de água, as quais poderão vir facilitar a disseminação deste parasita. Por 

exemplo, águas próximas às áreas de pastagens de gado, ou plantio adubado com matéria 

orgânica oriunda de dejetos animais, ou ainda, áreas de esgoto, apresentam concentrações 

de oocistos de 10 a 100 vezes maiores (LERMAN DE ABRAMOVICH et al., 1999). 

 

Os fatores comunitários, relacionados às atividades da população nas áreas 

próximas aos mananciais da água que lhes é servida, são os que incluem principalmente o 

manejo dos terrenos nas suas proximidades, que vão da utilização do solo para obtenção 

de alimentos e despejo de lixo ou dejetos e também para a realização de atividades de 

recreação (GIBSON et al., 1998). Por esta razão deve ser também considerada a existência 

ou não do tratamento da água e o tipo desse tratamento (ROSE, 1997). 

 

Finalmente, os fatores relacionados ao clima, que incluem a temperatura e as 

chuvas. Correlação entre sazonalidade e aumento do número de casos de indivíduos 

infectados, está descrito por ATHERHOLT et al. (1998), que verificaram um aumento da 

concentração de oocistos em águas de rio, na época das chuvas, pelo acréscimo da 

quantidade de material particulado, por causa do revolvimento de sedimentos. Esses 

mesmos autores relatam que temperaturas mais baixas fornecem uma sobrevivência maior 

dos oocistos. KISTEMANN et al. (2002) encontraram uma relação direta entre índices 

pluviométricos elevados e concentrações crescentes de oocistos presentes na água. Esse 

aumento da concentração dos oocistos também é bastante comum desde o início do verão 

até o início do outono, sendo que durante o verão este aumento é de cinco a seis vezes 
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maior, sendo também nestas épocas do ano mais freqüentes as atividades recreativas na 

água (HLAVSA et al., 2002). 

 

Considera-se disponível uma grande variedade de métodos para detecção de 

Cryptosporidium.  Originalmente, as técnicas de diagnóstico rotineiras para o diagnóstico 

clínico-laboratorial, baseavam-se principalmente no reconhecimento de características 

específicas dos oocistos, após coloração e visualização em microscopia de luz, sendo a 

mais utilizada a técnica modificada de Ziehl-Neelsen, a qual está baseada na propriedade 

de resistência dos oocistos ao álcool acidificado (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981 e 

MARTINEZ & BELDA NETO, 2001), considerada atualmente como a metodologia padrão. 

Entretanto, nesse caso pode ocorrer a interferência de alguns microorganismos que são 

facilmente confundidos com o Cryptosporidium, incluindo certas leveduras e algas, além do 

que não é recomendada para a pesquisa de oocistos recuperados da água (TZIPORI, 1988, 

GONZALEZ – RUIZ et al., 1995). 

 

Atualmente o diagnóstico clínico de criptosporidiose baseia-se em métodos 

imunológicos, buscando a identificação de antígenos de oocistos nos esfregaços fecais de 

indivíduos com diarréia, mediante a utilização de anticorpos monoclonais marcados com 

enzimas, os ensaios imunoenzimáticos, ou com fluorocromos, a imunofluorescência direta, 

os quais encontram-se disponíveis no mercado em vários “kits” comerciais (MEHTA, 2002 e 

MARQUES et al., 2005). Para o diagnóstico de Cryptosporidium spp em amostras de água, 

previamente concentradas, estão aprovados apenas os testes de imunofluorescência direta 

(MARQUES et al., 2005). A positividade nos testes imunoenzimáticos será dada pela 

medida da densidade ótica aumentada em relação ao “cut off” e, em imunofluorescência 

direta, se forem encontradas estruturas ovóides ou esféricas, medindo 4 a 6µm, exibindo 

fluorescência verde brilhante, preferencialmente com destaque para a sutura do oocisto 

(ARROWOOD, 1997). A técnica de Ziehl – Neelsen, para identificação das formas 

infectantes de Cryptosporidium, baseada na resistência à descoloração dos oocistos pelo 

állcool ácido, continua sendo a melhor escolha (FRANCO & CORDEIRO, 1996).  

 

KEHL et al. (1995) realizaram um estudo comparativo entre várias técnicas 

para detecção de oocistos em amostras fecais, incluindo tanto as de coloração e 

visualização em microscopia de luz, quanto as imunoenzimáticas, demonstrando que 
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nenhuma foi suficiente para detectar todos os positivos, embora todas tenham apresentado 

especificidade em torno de 98,6 até 100%, concluindo que os métodos imunoenzimáticos 

não foram mais sensíveis que a detecção visual do parasita. 

 

Já foi demonstrado que a resposta imunológica ocorre na infecção pelo C. 

parvum com a participação das principais classes de imunoglobulinas séricas, a saber: IgM, 

na infecção recente, IgG na infecção posterior e IgA (CHAPPELL et al., 1999). Esses 

achados, entretanto, não têm utilidade para valor diagnóstico clínico, principalmente nos 

casos de indivíduos portadores de HIV, com episódios de diarréia para esclarecimento da 

etiologia, mas têm-se tornado úteis para o levantamento epidemiológico de criptosporidiose 

(RIEPIERANT et al., 1994). 

 

Até o momento não existe qualquer terapia eficaz contra a criptosporidiose em 

humanos. A pouca viabilidade e reprodutibilidade dos métodos para testes de drogas, tanto 

in vivo quanto in vitro, não permitiram os avanços necessários para a identificação de 

fármacos (BLAGBURN & SOAVE, 1997). Disponíveis para o tratamento da criptosporidiose 

têm-se drogas cujos potenciais principais residem no fato de serem utilizadas no tratamento 

de parasitoses relacionadas. Em primeiro lugar, os Macrolídeos, utilizados no tratamento de 

infecções causadas pelo Toxoplasma gondii; do qual fazem parte a Spiramicina, a 

Azitromicina e a Claritromicina; os derivados da Benzenoacetonitrila, o Diclazuril e o 

Letrazuril, que exercem atividade comprovada contra a Eimeria; a Paromomicina (ou 

Aminosidina), usada como amebicida; o Atovaquone, anti-malárico, também avaliado para o 

tratamento da infecção pelo Pneumocystis carinii e a Difluorometilornitina, a menos 

recomendada de todas as drogas anti-parasitárias, devido ao seu alto grau de toxicidade 

para os humanos. Algumas drogas com ação anti-diarreica também têm sido utilizadas, 

como é o caso do Kaolin-Pectina e do Subsalicilato de Bismuto (FAYER et al., 1997). 

Finalmente, o Nitazoxanide, cuja especialidade farmacêutica é o Anita, que possui amplo 

espectro de ação direcionado contra bactérias, helmintos e protozoários, incluindo 

flagelados e coccídios, o qual foi recentemente aprovado pelo serviço de fiscalização dos 

EUA (FDA) para o tratamento de crianças com diagnóstico de criptosporidiose (GILLES & 

HOFFMAN, 2002). 
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1.1 CRIPTOSPORIDIOSE EXPERIMENTAL  

 

O Cryptosporidium é predominantemente um parasita de animais neonatos. 

Embora possam ocorrer algumas exceções, animais mais velhos geralmente desenvolvem 

infecções mais leves, mesmo quando expostos ao parasita pela primeira vez. Ensaios 

experimentais de laboratório, utilizando animais adultos imunossuprimidos, mostram que as 

infecções têm um curso lento e raramente evoluem para as formas mais graves encontradas 

nos neonatos. Nos humanos, entretanto, a infecção pelo C. parvum pode ocorrer em 

qualquer época de suas vidas e uma exposição prévia ao parasita geralmente resulta numa 

imunidade total ou parcial (CACCIÓ, 2005). 

 

A capacidade do C. parvum infectar várias espécies de hospedeiros animais, 

preferencialmente durante as 3 primeiras semanas de vida, constitui um dos principais 

problemas para a criptosporidiose experimental em mamíferos (UNGAR et al., 1990). 

 

Uma grande variedade de espécies animais têm sido usadas com a finalidade 

de definir modelos experimentais que reproduzam a infecção humana, para conhecimento 

de sua biologia, para testes de drogas, ou para manutenção e obtenção de formas do 

parasita, que incluem o gado: bovino, ovino, caprino; e roedores, principalmente ratos e 

camundongos (FAYER, 2005). 

 

Os camundongos são os modelos experimentais mais usados para o estudo 

das infecções pelo Cryptosporidium e embora inicialmente tenham sido testadas várias 

linhagens, a resistência de animais adultos é uma característica predominante. 

SHERWOOD et al. (1982), testando oito linhagens de camundongos isogênicos e 

heterogenéticos, neonatos e com 21 dias de idade, concluíram haver suscetibilidade entre 

todos os neonatos; entretanto, havia diferentes suscetibilidades entre os animais adultos, 

sendo alguns deles resistentes. ENRIQUEZ & STERLING (1991) avaliaram 19 linhagens de 

camundongos adultos e uma de gerbil, demonstrando que no 7º dia após a infecção, 

apenas os camundongos da linhagem C57BL/6J - bg, apresentavam número significativo de 

parasitas. 
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A dinâmica da suscetibilidade de camundongos neonatos da linhagem BALB/c, 

ao gênero Cryptosporidium (NOVAK & STERLING, 1991), revelou que esses animais são 

suscetíveis a partir do nascimento e até o 14º dia de idade. 

 

ALVES (2004) avaliou a dinâmica de eliminação de oocistos e a histopatologia 

da infecção no jejuno, íleo e cólon, em seis linhagens de camundongos, incluindo 

imunodeficientes e seus controles, infectados com uma cepa de origem humana de 

Cryptosporidium sp (BRITTO et al., 2000). Embora todas as linhagens imunodeficientes 

tenham apresentado um quadro de infecção aguda, com liberação de quantidades 

significativas de oocistos, além de alta taxa de mortalidade, adultos da linhagem C57BL/6 

KO (“knockout”) para Interferon-Gama, demonstrou ser o melhor modelo para o estudo 

dessa infecção.  

 

A manutenção de isolados de Cryptosporidium in vitro surgiu inicialmente da 

necessidade da obtenção de grandes quantidades de oocistos para serem usados como 

matéria prima para realização de ensaios diagnósticos e, logo em seguida, para os 

numerosos ensaios de drogas com ação anti-parasitária (UPTON et al., 1994a; 1994b; 

1994c e WOODS et al., 1996). LACHARME et al. (2004) sugere que o cultivo in vitro de 

Cryptosporidium poderá fornecer dados importantes para o conhecimento da interação entre 

o protozoário e a célula hospedeira, na ausência de bactérias intestinais. 

 

WOODMANSEE & POLENZ (1983) detêm a primazia do primeiro cultivo in vitro 

de Cryptosporidium isolado de gado bovino em células de tumor retal humano, HRT, 

demonstrando, após três dias de cultivo por microscopia ótica e imunofluorescência direta, 

formas assexuadas do ciclo do parasita.  

 

Merece destaque o cultivo de isolados do parasita de humanos e de bovinos 

em embriões de galinha, quando não foram notadas quaisquer diferenças nas formas 

obtidas; salientando que essas formas da cultura foram capazes de infectar camundongos 

neonatos (CURRENT & LONG,1983), embora este resultado não tenha sido reproduzido por 

outros autores. 
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CURRENT & HAYNES (1984), utilizando três linhagens de células epiteliais, 

uma de origem humana, outra de origem suína e uma terceira, de cultura primária de 

embriões de galinha, que foram infectadas com um isolado procedente de paciente portador 

de HIV mantido em caprinos, obtiveram o desenvolvimento completo do ciclo até a formação 

dos oocistos, principalmente na linhagem humana. Após 96 horas de cultivo, merontes tipo I 

foram detectados e considerados como evidência de novos ciclos na cultura. Infelizmente 

estes dados também não foram mais repetidos.  

 

NACIRI et al. (1986) também realizaram cultivo em embrião de galinha de um 

isolado humano de Cryptosporidium, mantido em caprinos. Relatam a transferência semanal 

do isolado, que a partir da 45ª passagem apresentava principalmente, esporozoítos e 

merozoítos livres no fluido corioalantóico. Entretanto, esses autores identificam o parasita 

como C. muris, embora a descrição morfológica seja mais consistente com a do C. parvum.  

 

Outro dado de realização completa do ciclo biológico, foi obtido a partir da 

infecção de um isolado humano em duas linhagens celulares: a primeira, originada de 

adenocarcinoma humano, Caco-2, onde evidenciaram claramente a presença de oocistos; e 

a segunda, de cultura primária de hepatócitos de ratos, onde evidenciaram a presença de 

estágios sexuados, assexuados e oocistos (DATRY  et al., 1989). Esta experiência relata a 

primeira realização completa do ciclo biológico do parasita in vitro. 

 

No início da década de 90, a aplicação do cultivo celular in vitro objetivou 

principalmente os testes para avaliação das drogas de ação anti-parasitária, pois muitos 

ensaios biológicos, utilizando modelos animais, tornavam-se impraticáveis, principalmente 

em razão dos protocolos de ética em experimentação animal. Em 1990, Mc DONALD et al., 

BONNIN et al., bem como em 1991, FLANIGAN et al., testando isolados obtidos de bovinos 

e humanos portadores de HIV, em variadas células epiteliais, originadas de camundongos, 

ratos e humanos, respectivamente, evidenciaram a presença de estágios em 

desenvolvimento de C. parvum. Merecendo destaque os ensaios referidos em primeiro 

lugar, que relatam os achados de 90% de formas assexuadas e 10% de formas sexuadas, 

embora não tenham conseguido a reciclagem da cultura.  
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Também em 1991, GUT et al., testando o isolado bovino, denominado AUCP, 

em 15 linhagens, verificam nas células MDBK (Madin Darby bovine kidney cells) e MDCK 

(Madin Darby canine kidney cells), o ciclo completo do parasita, entretanto verificaram que 

as paredes celulares dos oocistos estariam apenas parcialmente formadas.  

 

KUHLS et al. (1991), cultivando um isolado bovino, denominado IOWA, em 

células embriônicas de intestino humano, tratadas com carboidratos ou lectinas, para 

influenciar o curso da infecção, após 12 a 18 horas de cultivo, demonstraram o 

desenvolvimento de formas assexuadas.  

 

É interessante referir sobre os ensaios de MARTINEZ et al. (1992), que utilizam 

macrófagos peritoniais no cultivo de Cryptosporidium, obtendo estágios diferenciados do 

ciclo biológico do parasita.  

 

Em 1993, RAMUSSEN et al., com um isolado bovino, infectam células de 

carcinoma endometrial humano (RL95-2) e conseguem tanto os estágios sexuados como os 

estágios assexuados do parasita. Neste mesmo ano, ROSALES et al. (1993), também com 

um isolado bovino, faz um estudo comparativo entre a infecção em quatro linhagens 

celulares diferentes, estabelecendo que a as células MDCK são as melhores para o cultivo 

de C. parvum e demonstrando também a reciclagem dos estágios assexuados. 

 

UPTON et al. testando isolados bovinos, em células MDBK  e mais 10 

linhagens celulares diferentes (1994b), elegendo esta mesma célula como padrão, definiram 

a linhagem HCT-8 (célula tumoral humana) como a que melhor suporta a infecção pelo C. 

parvum, apresentando pelo menos duas vezes mais o número de formas de 

desenvolvimento do parasita, do que qualquer outra célula. 

 

ADAMS et al. (1994) e YANG et al. (1996), cultivando células epiteliais, o 

primeiro a T.84 e o segundo da Trompa de Falópio, revelam achados de formas sexuadas e 

assexuadas. O segundo também refere a infecção de camundongos com o sobrenadante 

da cultura. 
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VILLACORTA et al. (1996) evidenciam o completo desenvolvimento do C. 

parvum de origem bovina em células MDBK. MAILLOT et al. (1997) também evidenciam o 

ciclo completo do parasita de origem bovina, em cinco linhagens celulares de origem 

humana, quando testam o potencial de infecção do cultivo com oocistos e esporozoítos, 

concluindo que não há diferença nessas formas e ainda, que a exposição aos sais biliares 

não afeta a infectividade dos esporozoítos. 

 

HIJJAWI et al. (2001) relatam o completo desenvolvimento dos genótipos 

humano (genótipo 1) e bovino (genótipo 2), em cultivo in vitro de longa duração, em células 

HCT-8, quando obtiveram a produção desde esporozoítos até oocistos esporulados. Esses 

mesmos autores observaram que o cultivo in vitro dos genótipos humano e bovino foi 

similar, embora tenham referido que o intervalo dos ciclos parasitários foi variável: 72 horas 

pós-infecção para o genótipo humano e 120 horas para o bovino, além de que o cultivo do 

genótipo humano foi mais agressivo. Outra observação importante foi que os oocistos do 

genótipo bovino foram capazes de causar infecção experimental em camundongos, 

enquanto que os derivados do genótipo humano falharam. 

 

ARROWOOD (2002) em sua revisão sobre cultivo in vitro de Cryptoporidium 

mais uma vez recomenda a linhagem celular HCT – 8 num protocolo para infecção com 

Cryptosporidium. 

 

Encontra-se descrito mais recentemente na literatura, por HIJJAWI et al. 

(2004), o cultivo de C. parvum, genótipo bovino, sem a presença de células hospedeiras, 

suplementado com soro de bovinos recém-natos, quando foi verificada a multiplicação, o 

desenvolvimento e o ciclo biológico completo do parasita (formas assexuadas, detectadas 

no 3º dia e formas sexuadas, entre o 6º e o 7º dias da cultura). Esses mesmos autores 

também referem a infectividade dos oocistos retirados dessa cultura para camundongos 

ARC/Swiss, com 7 a 8 dias de idade. 

 

A comparação entre ensaios de cultivo de Cryptosporidium in vitro e de sua 

infectividade em camundongos neonatos in vivo foi realizada por ROCHELE et al. (2002) 

com cinco isolados do genótipo 2 do parasita, quando demonstraram claramente a 

equivalência dos dois métodos, caracterizando os ensaios in vitro como uma excelente 
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alternativa para os estudos da inativação e infectividade dos oocistos. As linhagens 

celulares utilizadas foram a Caco - 2, a HCT – 8 (humanas) e a MDCK (canina) e os 

camundongos foram da linhagem CD –1. 

 

Embora continue existindo a necessidade da caracterização de um modelo 

experimental, para mimetização da infecção humana pelo Cryptosporidium, o modelo animal 

tem seu uso limitado por várias desvantagens, como as questões éticas da experimentação 

animal, o alto custo para sua manutenção, o tempo que leva para a obtenção dos resultados 

(em média 7 a 10 dias), as diferentes suscetibilidades das várias linhagens de 

camundongos, o padrão genético de alguns animais, que por não serem de linhagens 

“inbred”, podem apresentar resultados que necessitem de análise individual e finalmente, a 

necessidade de vários outros protocolos laboratoriais para a finalização destes 

experimentos (ROCHELLE et al. 2002, apud FRANCO et al., dados não publicados). 

 

Embora o cultivo in vitro possa servir a uma grande variedade de campos de 

pesquisa, ainda se faz necessária a elaboração de novos protocolos padronizados e 

facilmente reproduzidos, que permitam a caracterização e diferenciação dos inúmeros 

isolados e das várias formas durante a realização do ciclo biológico, também para a 

realização de testes terapêuticos anti - Cryptosporidium, tanto com drogas recém-

descobertas, como com as que já se encontram em uso, visando melhor adequar suas 

formas de apresentação, ou doses e finalmente, para a avaliação de métodos de 

desinfecção ambiental, que permitam o desejado controle dessa infecção, pois a 

transmissão do C. parvum, principalmente por veiculação hídrica, permanece como um 

grave problema de saúde pública em todo o mundo (MARSHALL et al., 2002). 

 

Cerca de 100 anos depois de ter sido descoberto e de mais de duas décadas 

de intensas investigações, Cryptosporidium sp continua sendo um enigma. Este parasito 

infecta as quatro classes de vertebrados e quase todos os mamíferos (TZIPORI & WARD, 

2002), entretanto, a definição de suas espécies continua sendo um grande desafio para os 

taxonomistas e dentre as causas desse insucesso, destacam-se principalmente, a falta de 

espécies hospedeiras específicas, de modelos experimentais e a dificuldade do isolamento 

e da propagação de cepas. 
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Assim, propõe-se no presente trabalho a realização de protocolos de infecção 

in vivo, utilizando-se camundongos neonatos de várias linhagens, tanto isogenéticas, quanto 

heterogenéticas, mantidos em unidades isoladoras e livres de patógenos específicos e in 

vitro, num cultivo em monocamadas celulares, com uma nova cepa de Cryptosporidium spp 

de origem humana: MMC/Uni, obtida de um único paciente portador de HIV/aids. 

 

 “Há homens que lutam um dia e são bons. 
Há outros que lutam um ano e são melhores, 

Há os que lutam muitos anos e são muito bons, 
Mas há os que lutam toda a vida e são imprescindíveis.” 

 

Berthold Brecht 
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2. OBJETIVOS: 

 

2.1 OBJETIVO GERAL: 

 

Manutenção experimental in vivo e in vitro de uma cepa de Cryptosporidium sp de 

origem humana, isolada de um paciente portador de HIV/aids. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

1. Purificação de uma cepa de origem humana de Cryptosporidium sp, a partir de 

fezes de paciente portador de HIV/aids. 

 

2. Infecção de camundongos neonatos com a cepa de origem humana de 

Cryptosporidium sp, após purificação. 

 

3. Manutenção da cepa de origem humana de Cryptosporidium sp em 

camundongos neonatos de várias linhagens tanto imunocompetentes como 

imunodeficentes. 

 

4. Infecção da linhagem celular MDBK com a cepa de origem humana de 

Cryptosporidium sp. 

 

5. Determinação do tempo de conservação da cepa de origem humana de 

Cryptosporidium sp. 

 

“Navegar é preciso, 
Viver não é preciso... 

...Viver não é necessário, 
O que é necessário é criar.” 

 
Fernando Pessoa 
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3. MATERIAL E MÉTODOS: 

 

3.1 OBTENÇÃO DO Cryptosporidium sp: 

 

A cepa do Cryptosporidium sp foi isolada a partir do material fecal diarréico de 

um único paciente, do sexo masculino, portador de HIV/aids, com diagnóstico de 

criptosporidiose, procedente do Hospital das Clínicas da Unicamp e identificado como 

MMC/Uni. 

 

As fezes aquosas e recentes desse paciente foram recolhidas dos recipientes 

destinados para esse fim e imediatamente colocadas em igual volume de uma Solução de 

Dicromato de Potássio a 5% e em seguida conservadas à 4ºC, por 48 horas, conforme 

referido por CURRENT & GARCIA (1991). 

 

 

3.2 PURIFICAÇÃO DOS OOCISTOS DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE 

Cryptosporidium sp: 

 

O protocolo para a purificação dos oocistos consistiu da combinação de vários 

métodos descritos na literatura (CURRENT & GARCIA, 1991 e TZIPORI, 1998), com 

destaque especial para aquele descrito por CURRENT (1990).  

 

Inicialmente, todo o material fecal foi passado em gaze, apenas 1 vez, pois se 

tratava de material bastante aquoso, sem necessidade de debridação. Em seguida, o 

filtrado foi deixado em repouso por 1 hora, à temperatura ambiente, para sedimentação do 

material floculento. Depois, a parte do sobrenadante, imediatamente superior ao precipitado, 

correspondendo aproximadamente a 1/3 do volume total de cada frasco, foi retirado e 

tratada com Éter Etílico refrigerado, para a eliminação de material gorduroso.  Não 

realizamos a centrifugação inicial recomendada, pois conforme já nos referimos o material 

fecal estava bastante diluído e o processo de centrifugação só serviria para carregar as 

sujidades do material para a camada posteriormente retirada, onde haveria a maior 

concentração dos oocistos. A solução de Éter Etílico foi misturada em volumes iguais aos 

filtrados fecais que em seguida foram vigorosamente agitados, durante aproximadamente 
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30 segundos, tendo-se aguardado um breve período para a formação das distintas camadas 

e posterior retirada das fases aquosas, ricas em oocistos, que foram lavadas 

exaustivamente em PBS 0,01M, pH 7,2-7,4, acrescido de 0,2% de Tween 20, por 

centrifugação a 1500 x g, durante 10 minutos, a 4°C, até que não fosse mais verificado 

qualquer vestígio do dicromato. Os precipitados foram então ajuntados a 2,5mL dessa 

mesma solução-tampão.  

 

A esses precipitados, coletados em tubos cônicos, foram adicionados 15mL de 

Solução saturada de Sacarose (d = 1,2 g/cm3), após o que foram mais uma vez 

vigorosamente agitados e centrifugados a 1000 x g, durante 10 minutos, a 4°C. Logo após 

foram gentilmente colocados, pelas paredes dos tubos, 2,5 mL de uma solução aquosa de 

Tween 20 a 0,2%. Em seguida, juntamente com as camadas aquosas, foram retiradas as 

camadas mais superiores. Finalmente foram lavadas 4-6 vezes, por centrifugação a 1500 x 

g, durante 10 minutos a 4°C, em PBS 0,01M pH 7,2 e os precipitados finais foram 

resuspensos em 1mL da mesma solução de PBS, ajuntados e submetidos à pesquisa e 

determinação do número de oocistos presentes na amostra. 

 

A presença de oocistos foi verificada pela observação dos esfregaços corados 

pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada (FRANCO & CORDEIRO, 1996).  

 

Essa suspensão de oocistos purificados foi armazenada em solução de 

Dicromato de Potássio a 2,5%, a 4˚C, tendo sido denominada MMC/Uni. 

 

 

3.3 QUANTIFICAÇÃO DOS OOCISTOS DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE 

Cryptosporidium sp: 

 

De acordo com o protocolo descrito por PEETERS & VILLACORTA (1995), 

alíquotas de 20µL da suspensão de oocistos purificados em PBS 0,01M, pH 7,2, foram 

adicionadas a 80µL de uma solução aquosa de Verde Malaquita a 0,16% mais 0,1% de 

SDS. A seguir, 10 µl dessa mistura foi colocada em Câmara de Neubauer. Cerca de 2 a 4 

minutos depois, os oocistos foram contados, utilizando-se objetiva de 40x em Microscopia 

de Fase. 
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Para os experimentos de infecção de camundongos, o número total de oocistos 

foi ajustado para 106 oocistos/mL, em PBS estéril 0,01M, pH 7,2.  Nos experimentos para 

determinação de viabilidade dos oocistos conservados a -90°C, esse foi também o número 

de oocistos. Para os experimentos de infecção de linhagem celular, o número total de 

oocistos foi ajustado para 107 oocistos/mL, no meio de cultivo apropriado.  

 

 

3.4 INFECÇÃO in vivo: 

 

O protocolo experimental nº 1304-1, inerente à este trabalho foi aprovado pela 

CEEA (Comissão de Ética em Experimentação Animal) do Instituto de Biologia da 

Universidade Estadual de Campinas. 

 

3.4.1 INFECÇÃO DE CAMUNDONGOS NEONATOS SPF COM A CEPA DE ORIGEM 

HUMANA MMC/Uni DE Cryptosporidium sp: 

 

Camundongos procedentes do CEMIB (UNICAMP), livres de patógenos 

específicos (SPF), neonatos com 1 a 4 dias de idade, de linhagens imunocompetentes 

heterogênicas como o Swiss/Uni, ou isogênicas tais como, A/Uni, BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, 

CBA/Uni, DBA/2, SJL; e  imunodeficientes isogênicos, como CBA/Uni/xid, C.B-17/Uni/scid  e 

C57BL/6/Uni/bg (SHERWOOD et al., 1982 e ENRIQUEZ & STERLING, 1991), foram 

juntamente com suas mães, introduzidos em unidades isoladoras, conforme descrito por 

PASSOS & ALVES (1996), no Departamento de Parasitologia, do Instituto de Biologia da 

UNICAMP e lá foram mantidos durante o tempo necessário para a continuidade do 

experimento, o qual variou de 4 a 9 dias, sendo a maioria deles realizado durante 7 dias. 

 

As unidades isoladoras foram previamente esterilizadas pelo vapor de Amônio 

durante 48 horas pelo menos e, após esse tempo, eram introduzidos nos isoladores todos 

os materiais e insumos necessários para a realização do experimento e para a manutenção 

dos animais. Todo e qualquer material antes de ser introduzido também foi esterilizado, 

mediante processos físicos ou químicos, conforme o caso. O processo físico adotado foi o 

calor úmido, em autoclave, por 20 minutos a 121°C. O processo químico consistiu de 

desinfecção por nebulização pelo Ácido Peracético. Ao término dos experimentos todos os 

 23 



 24

materiais retirados das unidades isoladoras foram submetidos à autoclavagem, segundo 

suas características próprias, antes do descarte, como norma padrão de biossegurança 

adotada pelo laboratório. 

 

As matrizes da colônia de camundongos SPF adotadas nos experimentos 

foram avaliadas pela Seção de Controle de Qualidade Sanitária do CEMIB/UNICAMP 

(GILIOLI et al., 1996; 2000). 

 

Após 12 a 24 horas da sua introdução nas unidades isoladoras, os neonatos 

foram infectados por tubagem intragástrica com 100µL da suspensão contendo 106 

oocistos/mL, em PBS estéril 0,01M, pH 7,2. Cerca de duas horas antes da infecção, os 

camundongos neonatos foram separados de suas mães, com a intenção de evitar que 

fossem amamentados, prevenindo a regurgitação. 

 

No 7º dia depois da infecção, os neonatos e suas mães foram removidos das 

unidades isoladoras. As mães e neonatos foram sacrificadas por deslocamento cervical.  

 

O intestino de cada neonato foi removido e mantido em solução de PBS 0,01M, 

pH 7,2-7,4 com 0,2% de Tween 20 gelado, até serem individualmente processados por 

trituração no Homogeneizador de Biozzi, com o mesmo PBS, adicionado de KOH a 10% (5 

a 10 gotas por mL da solução), para retirada do excesso de muco. 

 

Em seguida, todos os homogenados foram filtrados em malhas de nylon e 

lavados em PBS 0,01M, pH 7,2-7,4 a 1.500 x g, por 10 minutos a 4˚C. Os centrifugados 

foram então deixados em repouso por 1 - 2 horas à temperatura ambiente. Após esse 

tempo, a camada imediatamente superior ao precipitado (buffy coat) foi retirada e lavada por 

3 vezes em PBS 0,01M, pH 7,2-7,4, contendo 0,2% de Tween 20, a 1.500 x g, por 10 

minutos, a 4˚C. Após a última centrifugação, os precipitados foram resuspensos em 2,5mL 

da mesma solução de PBS – Tween, em tubos cônicos.  

 

A essas suspensões de 2,5mL foram adicionados 15 mL de solução saturada 

de Sacarose (d = 1,2 g/cm3). Imediatamente após a adição de sacarose foram agitados 

vigorosamente e submetidos à centrifugação a 1000 x g, durante 10 minutos, à 4ºC. Quando 
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a flutuação apresentava distintamente a fase superior aquosa, procedia-se à dispensação 

lenta e cuidadosa pelas paredes dos tubos, de 2,5 mL de uma solução aquosa a 0,2% de 

Tween 20. Quando acontecia o contrário, isto é, quando não havia nitidez, principalmente 

em conseqüência do excesso de muco do lavado intestinal, tomava-se o líquido 

correspondente à metade do tubo (da camada superior para a inferior), cujo volume 

correspondia aproximadamente a 7,5mL  e procedia-se à nova separação por Sacarose, 

nas mesmas condições acima descritas. Esse procedimento foi repetido no máximo 3 

vezes, em  cada experimento.  

 

Posteriormente, os oocistos foram retirados das camadas superiores aquosas 

e lavados 3 vezes por centrifugação a 1.500 x g, durante 10 minutos a 4ºC. Finalmente os 

precipitados foram resuspensos em 1 mL de PBS estéril 0,01M pH 7,2 e contados em 

Câmara de Neubauer, conforme acima descrito, sendo o número de oocistos ajustados na 

solução para 106 ou 107 oocistos/mL, de acordo com a finalidade. 

 

Não houve a enumeração individual da carga parasitária dos camundongos 

face à presença excessiva de muco, tendo sido considerado sempre o “pool” de amostras 

para a quantificação. 

 

 

3.4.2 MANUTENÇÃO DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE Cryptosporidium sp: 

 

Para a manutenção da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium 

sp, os camundongos imunocompetentes e imunodeficientes, recém-nascidos e suas 

respectivas mães, de qualquer uma das linhagens acima descritas, foram semanalmente 

introduzidos nas unidades isoladoras e, em seguida, foram infectados, conforme 

anteriormente descrito. Os parasitas utilizados para cada infecção foram obtidos de 

neonatos infectados uma semana antes, de acordo com o protocolo também já referido.  

 

Nos períodos em que houve necessidade da interrupção das passagens do 

isolado humano MMC/Uni em neonatos, seus lavados intestinais, após os procedimentos 

iniciais de maceração e de filtração em nylon, eram misturados a volumes iguais de solução 

de Dicromato de Potássio a 5% e mantidos a 4ºC até o próximo repique, quando eram então 
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realizados os procedimentos inicialmente descritos para os protocolos de purificação e 

quantificação de oocistos. 

 

As amostras dos lavados intestinais acima referidas, que foram submetidas 

apenas aos processos iniciais de tratamento para a purificação, como maceração e filtração 

receberam a denominação de “amostras brutas”.  

 

Em uma única ocasião, os parasitas utilizados para a infecção dos neonatos 

foram obtidos da suspensão fecal de camundongos adultos imunodeficientes na produção 

de Interferon Gama e foi processada da mesma maneira, daquela anteriormente descrita 

para os lavados intestinais dos neonatos. Nessa época a manutenção da cepa em neonatos 

já havia sido estabelecida. 

 

 

3.5 INFECÇÃO in vitro: 

 

3.5.1 EXCISTAÇÃO DOS OOCISTOS DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE 

Cryptosporidium sp: 

 

Oocistos de Cryptosporidium da cepa MMC/Uni, obtidos de acordo com o 

protocolo anteriormente referido, ajustados para uma concentração de 107 parasitas/mL em 

PBS estéril 0,01M pH 7.2, foram tratados com uma solução antibiótica-antimicótica, para 

eliminar a contaminação por microorganismos, como bactérias e fungos, segundo protocolo 

descrito por VILLACORTA et al. (1996): 200U de Penicilina mais 200U de Gentamicina e 

mais 3,12ug de Anfotericina B em cada 1 mL da suspensão de oocistos.  

 

Em seguida foram deixados sob refrigeração a 4°C, por 16 horas e  tratados 

com uma solução de Hipoclorito de Sódio a 5,25%, num banho de gelo, durante 8 minutos. 

Depois desse período, a suspensão de oocistos foi imediatamente lavada uma única vez no 

mesmo PBS gelado, por centrifugação a 1500 x g, durante 10 minutos, a 4ºC, desprezando-

se o sobrenadante e juntando-se ao precipitado 6mL de uma solução de Tiossulfato de 

Sódio a 1,05% e novamente centrifugado a 1500 x g, durante 10 minutos, a 4°C. Em 

seguida foi lavado em PBS por centrifugação a 1500 x g, durante 10 minutos, a 4°C. 
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Esse procedimento foi repetido três vezes, para a retirada total do Hipoclorito, 

seguido da última lavagem, nas mesmas condições, com o meio de EAGLE-MEM e 

reconstituição do volume inicial com o mesmo meio. Os esporozoítos foram liberados pela 

incubação da suspensão dos oocistos a 37°C com 0,22% de Desoxicolato de Sódio (Sigma) 

e 0,04% de Tripsina Bovina em PBS, durante 45 minutos. Finalmente o isolado foi lavado 3 

vezes no mesmo meio de cultivo a 1500 x g, durante 20 minutos, a 4°C e o precipitado 

resuspenso para o volume inicial no mesmo meio. 

 

A suspensão de esporozoítos obtida foi imediatamente empregada para a 

infecção das células hospedeiras. 

 

 

3.5.2 CULTURA DE CÉLULAS DA LINHAGEM MDBK: 

 

A linhagem celular MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney), foi gentilmente cedida 

pela Profª Dra. Maria Silvia Viccari Gatti, do Departamento de Microbiologia e Imunologia do 

Instituto de Biologia da UNICAMP e está reconhecidamente descrita na literatura como 

modelo para a propagação do Cryptosporidium in vitro (UPTON et al., 1994a e 1994b; 

VILLACORTA et al., 1996). A linhagem celular foi mantida em meio EAGLE-MEM, acrescido 

de 10% de soro fetal bovino (SFB) e incubado a 37°C, sob tensão de 5% de CO2 e 85% de 

umidade relativa. 

 

 

3.5.3 CULTIVO DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE Cryptosporidium sp  EM 

CÉLULAS MDBK: 

 

Nos experimentos de infecção das células, foram adotados os  protocolos 

descritos na literatura (UPTON et al., 1994a e 1994b; VILLACORTA et al. 1996), adaptados 

às condições disponíveis no laboratório. As células MDBK foram cultivadas em placas de 24 

concavidades, contendo lamínulas de vidro, em Meio EAGLE-MEM, suplementado com 

10% de Soro Fetal Bovino (SFB), adicionado ainda de solução de Penicilina (200UI/mL), 

solução de Estreptomicina (200µg/mL) e solução de Fungizona (2µg/mL). Em cada 
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concavidade das microplacas foram colocadas 2 x 105 células/mL e o cultivo foi mantido em 

estufa a 37°C, num ambiente com 85% de umidade  relativa e 5% de CO2. Após 12 - 24 

horas, as monocamadas com confluência de 75% foram infectadas com a cepa de origem 

humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp. 

 

Na etapa da infecção propriamente dita, as monocamadas foram lavadas por 3 

vezes com 200µL de EAGLE – MEM. Em seguida, esse mesmo volume de meio  contendo 

106 oocistos, excistados ou não, foram acrescentados nas concavidades em teste. Algumas 

concavidades não foram infectadas e serviram como controles.  Aproximadamente duas 

horas depois da infecção, as monocamadas foram novamente lavadas por 3 vezes com 

EAGLE – MEM e, logo em seguida, 1mL de EAGLE – MEM, suplementado com 4% de soro 

fetal bovino, foi acrescentado em cada concavidade. A placa foi mantida por 90 horas, em 

estufa a 37°C, num ambiente com 85% de umidade e 5% de CO2. As placas foram 

observadas diariamente, para verificação das condições de aderência do tapete e de 

contaminação por microscopia ótica com objetiva de 40 X. 

 

Ao final do tempo de cultivo, as lamínulas infectadas e as lamínulas controles 

foram lavadas por 3 a 6 vezes com Solução de PBS 0,01M, pH 7,2 - 7,4, deixadas para 

secar à temperatura ambiente, fixadas com Acetona a 4ºC por 10 minutos e posteriormente 

coradas pelo Giemsa. Finalmente, as lamínulas foram montadas em Entelan  e observadas 

por microscopia ótica em óleo de imersão, com objetiva de 100 X, para detecção da 

presença de estágios de desenvolvimento do ciclo do Cryptosporidium sp. 

 

 

3.6 CRIOPRESERVAÇÃO DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE Cryptosporidium 

sp: 

 

Oocistos purificados da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium 

sp foram separados em cinco amostras de 300µl, contendo 3 x 105 formas do parasita cada 

uma e congeladas a -70ºC em bio-congelador, durante 10 meses, conforme o seguinte 

protocolo: 

 

 28 



 29

Amostra 1: Acondicionada em solução de PBS 0,01M, pH 7,2  

Amostra 2: Acondicionada em meio MEM-EAGLE. 

Amostra 3: Acondicionada em 9 partes de meio MEM-EAGLE e 1 parte de 

DMSO p.a. (Sigma) 

Amostra 4: Acondicionada em 9 partes de meio MEM-EAGLE e 1 parte de 

Glicerina Bidestilada p.a. (MERCK). 

Amostra 5: Acondicionada em solução de Dicromato de Potássio a 2,5%. 

 

 

3.7 TESTES DE INFECTIVIDADE DOS OOCISTOS DA CEPA DE ORIGEM HUMANA 

MMC/Uni DE Cryptosporidium sp: 

 

Os testes de infectividade dos oocistos da cepa de origem humana MMC/Uni 

de Cryptosporidium sp, tanto das amostras brutas, conservadas a 4°C, em solução de 

Dicromato de Potássio a 2,5%, por períodos que variaram de 4 até 16 meses, quanto dos 

oocistos purificados e mantidos congelados  durante  10 meses a -90°C, foram realizados in 

vivo, por infecções em  camundongos procedentes do CEMIB/UNICAMP. 

 

Nos testes de infectividade das amostras brutas, foram utilizados 

camundongos neonatos, com 2 a 4 dias de vida, de quaisquer uma das linhagens 

anteriormente referidas. 

 

No teste de infectividade dos oocistos purificados criopreservados, foram 

utilizados camundongos neonatos, com 4 dias de vida, da linhagem BALB/c/Uni. Para o 

teste propriamente dito, as amostras foram retiradas do congelador e imediatamente 

descongeladas a 37°C, em banho-maria. Em seguida foram lavadas por 2 vezes (amostras 

1 e 2), 4 vezes (amostras 3 e 4) e 6 vezes (amostra 5), por centrifugação a 1500 x g, 

durante 10 minutos a 4°C, em PBS 0,01M pH 7,2. Os precipitados finais foram 

individualmente resuspensos na mesma solução de PBS. As alíquotas dos oocistos que 

receberam os diferentes tratamentos para o congelamento, acima discriminadas, serviram 

para a infecção de dois neonatos cada uma, os quais foram devidamente identificados.  
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Os protocolos das infecções foram os mesmos utilizados para a manutenção in 

vivo da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp e já está anteriormente 

referido. 

 

No 7º dia depois da infecção, os camundongos foram sacrificados e seus 

lavados intestinais identificados conforme o inóculo utilizado. Esta tornou-se novamente a 

fonte de oocistos, que recebeu o tratamento convencional , cuja presença foi evidenciada 

pela observação em microscopia de fase, com objetiva 40 X (PEETERS & VILLACORTA, 

1995). 

 

 

 

“A vida se torna uma festa quando sabemos desfrutar  
das coisas normais do dia-a-dia” 

 
Phill Bosman 
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4. RESULTADOS: 
 

4.1 OBTENÇÃO DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE Cryptosporidium sp: 

Na Figura 1 estão evidenciados os oocistos de Cryptosporidium sp da cepa de 

origem humana MMC/Uni, nos esfregaços do material fecal obtido do portador de HIV/aids, 

com diagnóstico de criptosporidiose, corados pela técnica modificada de Ziehl - Neelsen, 

sob imersão, em microscopia ótica com objetiva 100 x (Slides A, B e C) 

 

A cepa de origem humana de Cryptosporidium sp MMC/Uni foi obtida das fezes 

de um paciente portador de HIV/aids, com diagnóstico de criptosporidiose, proveniente do 

Hospital das Clínicas da Unicamp. O material fecal foi coletado num único momento. 

Inicialmente este material  foi conservado em 2,5% de solução de Dicromato de Potássio, a 

4°C  e, posteriormente, submetido a tratamento para concentração e purificação dos 

oocistos. 

 

Nenhum outro dado complementar da história clínica deste paciente foi 

resgatado, visto que no momento da coleta de seu material fecal, já havia ocorrido o seu 

óbito. 
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            A 

           
B 

  

                                                                                                                      
                                                             C      

 
Figura 1 – Slides A, B e C:- Oocistos da linhagem de origem humana MMC/Uni de 

Cryptosporidium sp em esfregaços da suspensão fecal de paciente portador de 
HIV/aids, em microscopia ótica sob imersão (1.000 X). Coloração Ziehl-Neelsen 
modificada (FRANCO & CORDEIRO, 1996). 
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4.2 MANUTENÇÃO in vivo DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE Cryptosporidium 

sp, EM CAMUNDONGOS: 

 

O cultivo in vivo da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium sp de origem humana 

foi realizado em camundongos, procedentes do CEMIB (UNICAMP), livres de patógenos 

específicos (SPF), mantidos em unidades isoladoras. Foram infectados neonatos com 1 a 4 

dias de idade, de 7 linhagens imunocompetentes, incluindo 1 heterogênica, o Swiss/Uni; 6 

isogênicas: A/Uni, BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, CBA/Uni, DBA/2, SJL; e de 3 linhagens 

imunodeficientes isogênicas: CBA/Uni/xid , C.B-17/Uni/scid e C57BL/6/Uni/bg. 

 

O primeiro teste de infecção em camundongos com a cepa MMC/Uni de 

Cryptosporidium sp, diretamente obtida de material fecal humano, foi realizado em 7 de 

dezembro de 1999 e foram utilizados 20 animais neonatos, com 2 a 4 dias de idade, 

imunodeficientes, da linhagem C57BL/6/Uni/bg e resultou no 4º dia após infecção, na 

sobrevida de dois animais, os quais foram sacrificados neste mesmo dia, pois em várias 

tentativas anteriores todos os animais iam a óbito entre 24 e 72 horas pós-infecção (p.i). A 

presença de oocistos do pool dos lavados intestinais obtidos em camundongos foi 

evidenciada em esfregaços corados pela técnica do Ziehl – Neelsen modificada, sob 

microscopia ótica, com objetiva de imersão 100 x. Os lavados intestinais destes dois 

animais foram conservados em solução de Dicromato de Potássio a 2,5%, a 4ºC. ALVES 

(2004), quando descreve a evolução da cepa de origem humana MMC/Uni de 

Cryptosporidium sp (Anexo I), não se refere a este primeiro experimento de infecção em 

animais. 

 

Neste primeiro teste de infecção não foi determinada a concentração dos 

oocistos, porque o volume dos lavados intestinais dos animais foi muito reduzido, a opção 

foi, portanto,  realizar a segunda infecção “cega”, em 14 de dezembro de 1999, em apenas 

4 neonatos, num volume aproximado de 100µL para cada um. Aqui também os esfregaços 

realizados com os lavados intestinais corados pela técnica de Ziehl – Neelsen modificada, 

sob microscopia ótica com objetiva 100x, por imersão, evidenciaram a presença de 

oocistos. Mais uma vez, no quarto dia p.i. os quatro animais foram sacrificados. Nos 

protocolos descritos por ALVES (2004), no Anexo I, estes são os dados referidos como 

primeira infecção. 
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Dos lavados intestinais dos quatro neonatos sacrificados da segunda infecção, 

conservados durante 21 dias em partes iguais de solução de Dicromato de Potássio a 2,5%, 

a 4ºC, face aos feriados da época, foram obtidos 6mL de uma suspensão contendo 1 x 106  

oocistos/mL, previamente purificados e quantificados segundo protocolos descritos 

anteriormente em Material e Métodos. Nesta terceira infecção, que foi realizada em 10 de 

janeiro de 2000, 40 neonatos receberam uma dose equivalente a 105 oocistos cada um. 

Também nesta etapa os animais foram sacrificados antes do previsto, no 4º dia pós-

infecção, pois já nesta ocasião o índice de mortalidade estava maior que 50%. 

 

A partir dessa data foram realizadas infecções semanais consecutivas, com 5 a 

9 dias de intervalo entre elas, até o dia 3 de julho de 2000. A presença de oocistos de 

Cryptosporidium sp, da cepa de origem humana MMC/Uni, nos lavados intestinais dos 

neonatos obtidos semanalmente, após a purificação, foi sempre verificada em esfregaços 

corados pela técnica de Ziehl – Neelsen modificada, em microscopia ótica com objetiva 

100x, por imersão, assim como pela evidenciação / quantificação, em microscopia de fase 

40 X, por coloração em solução Verde Malaquita e SDS. 

 

Na Figura 2 (Slides A e B) estão evidenciados os oocistos de Cryptosporidium 

sp da cepa de origem humana MMC/Uni, em microscopia de contraste de fase com objetiva 

40 X, corados pela solução de Verde Malaquita 0,16% e SDS 0,1% (PEETERS & 

VILLACORTA, 1995), obtidos dos lavados intestinais de camundongos neonatos, SPF, de 

diferentes linhagens, após os procedimentos de concentração e purificação. 

 

                  
       A 

          
B 

 34 



 35

 
 
Figura 2 – Slides A e B: Oocistos da linhagem de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium 

sp, obtidos dos lavados intestinais de neonatos de camundongos BALB/c/Uni, em 
microscopia de contraste de fase ( 40 x ). Coloração de Verde Malaquita (PEETERS 
& VILLACORTA, 1995). 

 
 

Até este momento foram utilizados 637 animais e a cepa de origem humana 

MMC/Uni de Cryptosporidium sp foi passada pela 29ª vez em camundongos. 

 

Os lavados intestinais dos camundongos, procedentes da 29ª infecção, obtidos 

7 dias depois, em 10 de julho de 2000, foram conservados como amostra bruta, sob 

refrigeração a 4°C, em solução de Dicromato de Potássio 2,5% para realização da 30ª 

infecção, que ocorreu em maio de 2001. 

 

De maio a outubro de 2001, foram realizados repiques semanais, 

correspondendo a 20 passagens consecutivas da infecção. Nesse período foram utilizados 

465 camundongos neonatos. 

 

Em outubro de 2001, mais uma vez, os lavados intestinais dos neonatos, 

correspondentes à 49ª passagem da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium 

sp foram conservados sob refrigeração a 4°C, em solução de Dicromato de Potássio a 

2,5%, até a realização da 50ª infecção, que ocorreu em maio de 2002. 

 

No período de maio a julho de 2002, foram realizadas 8 passagens semanais 

sucessivas da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp, em 130 neonatos. 

 

Em um total de 1232 camundongos neonatos SPF, de qualquer uma das 

linhagens acima referidas e totalizando 57 passagens, foi estabelecido o cultivo in vivo 

desta cepa de origem humana, MMC/Uni de Cryptosporidium sp, obtida de paciente 

portador de HIV/aids  
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Em novembro de 2002, a partir da 58ª passagem, MMC/Uni, começou a ser 

cultivada in vivo em camundongos adultos imunodeficientes, da linhagem C57BL/6 KO para 

Interferon Gama (ALVES, 2004). 

 

Convém ressaltar que durante os experimentos nosso principal objetivo era a 

obtenção do maior número de formas do parasita, para garantirmos a manutenção da cepa. 

Por essa razão, aproveitávamos a disponibilidade de neonatos, independente das 

linhagens, para obtenção de grande quantidade de oocistos. Também por esta razão, não 

havia a necessidade da quantificação de oocistos individualmente nos animais. 

 

Entretanto, no desenvolvimento de nosso trabalho, observamos que os lavados 

intestinais dos neonatos, os quais apresentavam menor quantidade de muco, facilitando as 

técnicas de concentração e resultando na obtenção de maior número de formas do parasito, 

eram aqueles obtidos nos experimentos de animais com idades de até no máximo 1 dia no 

momento da infecção, os quais eram sacrificados antes do 8º dia de vida. 

 

Os experimentos de quantificação de oocistos incluíram sempre a observação 

de parâmetros definidos para validação da sua integridade, que compreendiam a presença 

do corpo residual e sua refringência, quando observados corados com solução de Verde 

Malaquita, em microscopia de fase em 40 x. 

 

Quando por alguma razão os repiques semanais foram interrompidos, a cepa 

de origem humana de Cryptosporidium sp, MMC/Uni, foi conservada a 4°C, em solução de 

Dicromato de Potássio a 2,5%, a partir dos lavados intestinais dos camundongos neonatos 

“in natura”, isto é, sem sofrer qualquer processo de purificação. Nessas ocasiões a cepa 

MMC/Uni recebeu a denominação de “amostra bruta”. 

 

O prazo máximo de conservação de MMC/Uni, a 4°C, em solução de 

Dicromato de Potássio foi de 16 meses e constituiu-se da amostra proveniente da 61ª 

passagem, realizada em dezembro de 2002, a qual permaneceu infectante até março de 

2004. É importante ressaltar que a alíquota, acima referida, proveniente da suspensão fecal 

dos camundongos adultos imunodeficientes, processada segundo o mesmo protocolo 
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referido para os lavados intestinais dos neonatos, serviu apenas para os testes de 

infectividade após conservação como “amostra bruta”. 

 

Também não foram observadas diferenças na infectividade das amostras 

brutas da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium sp, isolada de humanos, mantidas em solução 

de Dicromato de Potássio a 2,5%, a 4°C, por períodos de tempo que variaram de 4 até 16 

meses. 

 

Na Figura 3, está demonstrada a manutenção da cepa de origem humana 

MMC/Uni, de Cryptosporidium sp, em camundongos procedentes do CEMIB (UNICAMP), 

livres de patógenos específicos (SPF), neonatos com 1 a 4 dias de idade, de linhagens 

imunocompetentes heterogênicas como o Swiss/Uni, ou isogênicas tais como, A/Uni, 

BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, CBA/Uni, DBA/2, SJL; e  imunodeficientes isogênicos, como 

CBA/Uni/xid, C.B-17/Uni/scid  e C57BL/6/Uni/bg. 
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Figura 3 – Manutenção da cepa de origem humana de Cryptosporidium sp, MMC/Uni, em 

camundongos neonatos SPF, de diferentes linhagens mantidos  em unidades 

isoladoras. 

 

 

4.3 MANUTENÇÃO in vitro DA CEPA DE ORIGEM HUMANA MMC/Uni DE Criptosporidium 

sp, EM CÉLULAS MDBK: 

 

A manutenção in vitro da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium sp, obtida de 

paciente portador de HIV/aids, foi realizada em lamínulas de vidro, que permitiam a 

formação das monocamadas de células MDBK, em meio de EAGLE – MEM, suplementado 

com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), mais antibióticos e antifúngico. No momento da 

infecção a suplementação do SFB no meio de cultivo foi de 4%. Em todos os experimentos, 

as células eram mantidas em estufa a 37ºC, numa atmosfera de 85% de umidade, com 5% 

de tensão de CO2. 

 

O tempo de cultivo das células para formarem monocamadas com 75% de 

confluência foi testado, desde 12 até 48 horas, tendo sido o de 12 horas o que apresentou 

maior durabilidade do tapete celular até o final do experimento, isto é, 90 horas de cultivo. 
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A concentração de oocistos purificados da cepa humana MMC/Uni de 

Cryptosporidium sp, em todos os experimentos, foi sempre igual a 107 em cada ml, tendo 

variado o volume entre 2 e 5ml. Essa variação de volume permitiu a utilização de número 

variável de lamínulas infectadas. Entretanto em todos os inóculos, o número de oocistos, 

submetidos ou não à excistação, foi sempre o mesmo, isto é, 106 por lamínula num volume 

final de 2 ml. 

 

A cada 24 horas depois da infecção, as placas de cultivo eram retiradas da 

estufa e, logo em seguida, observadas em microscopia ótica de raios invertidos, com 

objetiva 40 x, para verificação de suas condições gerais e de contaminação. Em todos os 

experimentos, o tapete celular iniciava a aparentar degeneração logo após as primeiras 24 

horas depois da infecção. A presença de contaminação por microorganismos também era 

freqüente a partir das primeiras horas depois da infecção das células. 

 

Foram realizados protocolos de infecção da cultura com oocistos íntegros e 

excistados. Entretanto, preferiu-se a infecção das células MDBK com formas excistadas da 

cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp, porque nos experimentos em que 

utilizamos as formas excistadas, a aparência da monocamada celular, a partir de 24 horas 

depois da infecção foi melhor, apresentando maior aderência e menor concentração de 

microorganismos. 

 

O tempo de cultivo das células infectadas para identificação dos estágios de 

desenvolvimento do Cryptosporidium sp variou de 48 até 90 horas, tendo sido o de 90 horas 

o único que apresentou formas de merontes do parasita. 

 

Na Figura 4, estão demonstradas as formas de esporozoítos, os quais 

apresentam-se em formato de vírgula (Slides: A, B, C, D e E) e meronte, provavelmente 

Tipo II, contendo apenas 4 núcleos, ou merozoítos, em arranjo paralelo (Slide F) da cepa de 

origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp, que foram evidenciadas após 90 horas de 

cultivo em monocamadas das células MDBK, em meio de EAGLE-MEM, suplementado com 

4% de Soro Fetal Bovino,  e incubado a 37°C, sob tensão de 5% de CO2 e 85% de umidade 

relativa, coradas pelo Giemsa, em microscopia ótica, sob imersão, com objetiva de 100 X. 
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Figura 4 – Esporozoítos (Slides: A, B, e C) e meronte (Slide D) da cepa de origem humana 

MMC/Uni de Cryptosporidium sp, em monocamadas de células MDBK após 90 horas 

de cultivo, em meio de EAGLE-MEM, suplementado com 4% de Soro Fetal Bovino, 

coradas pelo Giemsa, em microscopia ótica, sob imersão, com objetiva de 100 x. 
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4.4 CRIOPRESERVAÇÃO DE Cryptosporidium sp, MMC/Uni: 

 

Amostras da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp, que 

foram congeladas a – 90°C em diferentes condições, apresentaram comportamentos 

diferentes no teste de infectividade in vivo, realizado individualmente com cada amostra, em 

camundongos SPF, neonatos da linhagem BALB/c/Uni.  

 

A única amostra viável após os 10 meses de congelamento em “biofreezer”, foi 

aquela conservada com DMSO, pois somente nos lavados intestinais concentrados e 

purificados dos camundongos infectados com essa amostra foram evidenciados oocistos de 

Cryptosporidium sp, quando observados em microscopia de fase com objetiva 40 x, de 

acordo com o protocolo descrito em Material e Métodos. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

“Ainda que eu falasse a língua dos homens e dos anjos e não tivesse amor, 

 seria como o metal que soa, ou como o sino que tine.  

Ainda que eu tivesse o dom da profecia e conhecesse todos os mistérios e a ciência e ainda que 

eu tivesse toda a fé, de maneira tal que transportasse todos os montes 

 e não tivesse amor, nada seria...” 

(Carta de São Paulo Apóstolo aos Coríntios, capítulo 13) 

 41 



 42

5. DISCUSSÃO: 

 

A criptosporidiose humana é uma das várias patologias emergentes das 

últimas décadas do século passado, pois até os anos 70, a patogenia dessa infecção 

limitava-se ao aparecimento de doença diarréica de curta duração e de cura espontânea. 

Os fatores que contribuíram para isso ainda não estão perfeitamente definidos, pois são 

bastante complexos e dizem respeito, principalmente, às características do agente 

etiológico, dos vários hospedeiros e dos diversos ambientes. O caráter patológico desta 

infecção apareceu inicialmente no gado e posteriormente foi reconhecido seu caráter 

zoonótico, estabelecendo-se sua relação com pacientes portadores de aids, usuários de 

drogas imunossupressoras e crianças (CURRENT et al., 1983, MOSIER & OBERST, 2000 e 

TZIPORI & WARD, 2002). 

 

Os primeiros casos de infecção humana só foram relatados na literatura a partir 

de 1976 (MEISEL et al. e NIME et al.), relacionando a gravidade da infecção ao “status” 

imunológico do hospedeiro. De fato, contrariamente ao que ocorre com os indivíduos 

imunocompetentes, os imunodeficientes, como os portadores do HIV, apresentam episódios 

diarréicos prolongados e graves, semelhantes aos do cólera, que lhes podem ser fatais 

(CDC, 1982). A partir de então, o número de publicações na literatura sobre a biologia, 

patogenia e epidemiologia do Cryptosporidium cresceu rapidamente e os avanços nas 

técnicas bioquímicas e de biologia molecular tornaram inevitável a descoberta de novas 

espécies, subespécies e linhagens desse parasito (FAYER et al., 2000 e FAYER, 2005).  

 

Cryptosporidium sp está associado a doenças em pelo menos 79 espécies 

animais (MOSIER & OBERST, 2000) e tornou-se um problema globalizado, reconhecido 

desde os anos 90 (UNGAR et al, 1990). Sua patogenia mais comum e significativa é a 

doença entérica que acomete os mamíferos, principalmente o homem e os ruminantes.  

 

O gênero Cryptosporidium inclui 16 espécies (CAREY et al., 2004; FAYER, 

2005 e SUNNOTEL et al., 2006), dentre as quais sete são capazes de infectar os seres 

humanos, a saber: C. muris, C. felis, C. canis, C. meleagridis C. suis, C. hominis e C. 

parvum, o qual está mais tradicionalmente relacionado com o caráter zoonótico da infecção 

(CACCIÓ et al., 2005 e FAYER, 2005). 
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As infecções humanas por outras espécies de Cryptosporidium, além do C. 

parvum, têm sido relatadas com freqüência menor.  KATSUMATA et al. (2000), reportam 

uma provável infecção por C. muris, em duas meninas, com 4 e 5 anos de idade, saudáveis, 

na Indonésia, identificado morfologicamente após um teste negativo realizado por PCR 

específico para o C. parvum. 

  

O Cryptosporidium canis (PEDRAZA-DÍAZ et al., 2001a) e o Cryptosporidium 

felis (PEDRAZA-DÍAZ et al., 2001a e CACCIO et al., 2002) já foram relacionados com 

infecções em seres humanos. LALLO & BONDAN (2006) objetivando a determinação da 

prevalência de Cryptosporidium sp em cães, devido ao seu importante papel zoonótico, 

verificaram positividade apenas para o C. parvum numa prevalência de 8,8% (por 

microscopia ótica) e 9,5% (por PCR), na cidade de São Paulo. 

 

O Cryptosporidium meleagridis (SLAVIN, 1955), inicialmente descrito em perus, 

é a única espécie do gênero que infecta aves e mamíferos. Infecções humanas com C. 

meleagridis foram descritas por PEDRAZA DIAZ et al. (2000 e 2001b). AKIYOSHI et al., 

(2003) descreveram um isolado de C. meleagridis, de origem humana, que conseguiu 

infectar várias espécies de aves e mamíferos: suínos, camundongos, bovinos e pintainhos. 

A habilidade de uma espécie aviária do gênero Cryptosporidium infectar mamíferos tem um 

risco epidemiológico importante, não somente relacionado com a transmissão da infecção, 

mas também pela possibilidade da exposição a outras espécies de aves e de mamíferos. 

 

Diferenças moleculares e biológicas, notadas entre os vários isolados de C. 

parvum que infectam animais diferentes, levou à descoberta dos dois genótipos principais 

envolvidos na infecção humana. 

  

O primeiro, genótipo 1 ou “H” (abreviatura de “human”), antroponótico, capaz 

de infectar preferencialmente o homem (CARRAWAY et al., 1997 e PENG et al., 1997), mas 

podendo também ser detectado em outros animais (XIAO et al., 2004), foi descrito como 

uma nova espécie, o Cryptosporidium hominis (MORGAN-RYAN et al., 2002 e XU et al, 

2004). 
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O segundo, genótipo 2 ou “C” (abreviatura de “cattle”), zoonótico, capaz de 

infectar uma grande variedade de mamíferos, dentre eles o homem, mas  preferencialmente 

o gado, considerado como o C. parvum tradicionalmente conhecido, foi recentemente 

nomeado também como uma nova espécie, o Cryptosporidium pestis (SLAPETA, 2006). 

Entretanto, essa proposta gerou polêmica após sua publicação, pois XIAO at al. (2007), 

rebatem essa descoberta, alegando que o que era conhecido como genótipo bovino tem 

sido validado ao longo do tempo, pela medida do tamanho de seus oocistos, seu ciclo 

evolutivo e nos estudos sobre transmissão cruzada entre o gado e o camundongo, além do 

que essa nova nomenclatura não obedece ao Código Internacional de Nomenclatura 

Zoológica. SLAPETA (2007), por sua vez, rebate esse argumento porque a nomenclatura do 

genótipo não precisa obedecer a normas e também porque desde seu descobrimento e até 

a atualidade “C. parvum” tem sido utilizado para nomear a as inúmeras espécies do gênero 

Cryptosporidium que infectam o intestino dos mamíferos. 

 

Além desses dois, existe atualmente uma grande variedade de genótipos de 

outras espécies de Cryptosporidium, entre os quais destacamos o genótipo do C. muris, 

descrito por HIKOSAKA & NAKAI (2005). WONG & ONG (2006), referem a presença de 

genótipo de cervídeo, isolado de humanos. Recentemente, NG et al. (2006), identificaram 

quatro genótipos aviários distintos. 

 

PIENIAZEK et al., (1999) estudando os genótipos humanos obtidos de 

pacientes portadores de HIV, demonstraram total identidade entre eles e outros isolados de 

cães, bem como com o C. felis. Uma amostra de C. parvum isolada de coala apresentou 

genótipo distinto tanto dos isolados de bovinos, quanto dos isolados de humanos (MORGAN 

et al., 1997).  GONÇALVES et al. (2006) utilizando métodos moleculares, referem pela 

primeira vez no Brasil a presença de um único genótipo de C. hominis, em amostras obtidas 

de um surto epidêmico em creche. 

 

Na tentativa de deter essa corrida desenfreada para identificação de novas 

espécies de Cryptosporidium, que vem acontecendo nas duas últimas décadas, XIAO et al. 

(2004) propuseram critérios para sua denominação, que compreendem quatro componentes 

básicos, pelo menos: morfologia do oocisto, especificidade de hospedeiro natural (sítio de 
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desenvolvimento), caracterização genética e finalmente, obediência às normas 

internacionais de nomenclatura. 

 

A análise morfométrica dos oocistos purificados da cepa de origem humana de 

Cryptosporidium sp MMC/Uni, realizada por ALVES et al. (2004) demonstraram que suas 

medidas: comprimento = 4,91+ - 0,44um e largura = 5,85 + - 0,35um, estão de acordo com 

as de Cryptosporidium hominis, descrito por CAREY et al. (2004). No entanto, o índice de 

forma, obtido da relação comprimento/largura, que foi de 0,84, diverge das observações de 

XIAO et al. (2004), que indica para o C. hominis índice de forma igual a 1,15, o que 

caracteriza uma forma mais esférica dos oocistos. Os oocistos de MMC/Uni, nos 

esfregaços, após concentração do material fecal, do paciente portador de HIV/aids estão 

demonstrados na Figura 1 (slides A, B e C). 

 

A infecção humana causada pelo C. hominis tende a ser mais grave, com 

duração duas vezes maior do que a causada pelo C. parvum (BUSHEN et al., 2007). 

Raramente as duas espécies foram encontradas parasitando o mesmo hospedeiro, sendo 

igualmente agentes potenciais de contaminação por veiculação hídrica (FAYER, 2005 e 

CACCIÓ, 2005). 

  

MOSIER & OBERST (2000) sugerem que um ambiente que abriga uma grande 

variedade de hospedeiros suscetíveis encontra-se predisposto para abrigar um elevado 

número de oocistos e facilitar a criptosporidiose em humanos e em animais. Os oocistos do 

ambiente podem ter as mais diversas origens; o gado doméstico, principalmente bovino e 

ovino, libera junto com suas fezes, grande quantidade de oocistos e, por essa razão, é 

considerado uma das principais fontes de contaminação do ambiente (MEINHARDT et al., 

1997 e CASEMORE et al., 1997). 

 

Animais domésticos de pequeno porte, como cães e gatos, não foram 

responsabilizados pela contaminação ambiental, apesar de relatos de incidência de 1,2% 

em gatos (SARGENT et al., 1998) e de 0-2%, em cães, conforme os dados descritos por 

CASEMORE et al., 1997. Aumento da concentração de oocistos no período das chuvas e 

em determinadas estações do ano contribui para o estabelecimento da correlação entre 
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sazonalidade e aumento da infectividade (ATHERHOLT et al., 1998). A transmissão por 

veiculação hídrica permanece como o principal problema de saúde pública em todo o 

mundo e há a necessidade urgente da elaboração de novos protocolos para caracterização 

do parasita, incluindo genotipagem, cultivo em células e desinfecção para que o desejado 

controle da infecção seja atingido. 

 

Sob o ponto de vista de AKIYOSHI et al. (2003), existe uma imediata 

necessidade para a padronização de pesquisa com isolados referenciados que afetem 

seres humanos, para que sejam mantidos em animais “germfree”, para prevenir 

contaminação com outros isolados do ambiente ou do próprio laboratório. A propagação de 

isolados bem caracterizados, representando várias espécies de Cryptosporidium que 

estejam livres de possíveis contaminações, particularmente aquelas infecciosas para os 

humanos, contribuirá para o melhor entendimento da infecção e para o desenvolvimento de 

técnicas diagnósticas e terapias mais eficazes e consequentemente para seu controle. 

 

A manutenção de linhagens do parasita em ambiente isolado e em animais 

saudáveis, previne contaminação cruzada com isolados do ambiente e dos próprios animais 

do laboratório. A colônia de camundongos SPF no CEMIB/UNICAMP foi avaliada 

periodicamente para diagnóstico de vírus, bactérias e parasitas, no seu Laboratório de 

Controle de Qualidade Sanitária (GILIOLI et al., 1996 e 2000). 

  

A cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp foi mantida em 

camundongos livres de patógenos específicos, certificados pelo Controle Sanitário de uma 

Instituição de renome Internacional na produção de animais para experimentação o 

CEMIB/UNICAMP, além do que durante o todo o tempo que durou os experimentos, todos 

os animais foram mantidos em unidades isoladoras, no Departamento de Parasitologia da 

UNICAMP. 

Esta metodologia assegurou a presença exclusiva do Cryptosporidium sp da 

cepa de origem humana MMC/Uni em todos os animais adotados durante os experimentos. 

 

Diferenças na distribuição geográfica de vários isolados do C. parvum têm sido 

reconhecidas (MORGAN et al., 1995 e CARRAWAY et al., 1996). Entretanto também foram 

encontradas diferenças entre isolados de C. parvum obtidos de fezes bovinas coletadas em 
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áreas geográficas limitadas (SHIANNA et al., 1998). Essa heterogeneidade, portanto, 

parece refletir mais precisamente a heterogeneidade dos próprios isolados do 

Cryptosporidium sp do que as diferenças geográficas propriamente ditas. 

 

Ensaios experimentais realizados por CARRAWAY et al. (1997), demonstraram 

que podem acontecer mudanças genotípicas nos isolados de C. parvum, após transmissão 

entre hospedeiros de espécies distintas. Esses autores evidenciaram mudanças do genótipo 

bovino para o genótipo humano em amostras de C. parvum, isoladas de dois pacientes 

portadores do HIV, após passagem em humanos. 

 

Também já foram detectadas diferenças na suscetibilidade de hospedeiro entre 

dois isolados de Cryptosporidium andersoni, uma espécie descoberta no gado bovino 

doméstico (LINDSAY et al., 2000), a qual originalmente não foi capaz de infectar 

camundongos. Entretanto, MATSUBAYASHI et al. (2005) referem um novo isolado de C. 

andersoni no Japão, o qual é geneticamente idêntico ao isolado original, mas que causa 

infecção em murinos. 

 

Cryptosporidium hominis está geralmente presente nas infecções humanas de 

áreas urbanas, enquanto que o Cryptosporidium parvum se restringe às áreas rurais 

(LEARMONTH et al., 2004). Este mesmo trabalho refere-se à periodicidade da infecção 

segundo as estações do ano, quando as infecções de caráter zoonótico acontecem na 

primavera e as de caráter antroponótico, no outono. Ficou também estabelecida a 

diversidade dentro do próprio gênero, pois nesse estudo foi detectada a presença de uma 

nova espécie de Cryptosporidium, cuja sequência de DNA é bastante semelhante à do C. 

canis, em duas crianças procedentes de regiões distintas e sem qualquer relação uma com 

a outra. 

 

Modelos animais, que reproduzam a infecção humana têm sido objeto de 

constantes pesquisas. A criptosporidiose ocorre em animais de laboratório que são 

imunologicamente imaturos (ARROWOOD et al., 1989), ratos tratados com drogas 

imunosupressoras (REHG et al., 1988), camundongos atímicos (HEINE et al., 1984), 

camundongos com a resposta imune humoral comprometida pelo tratamento com soro anti-

linfócitos CD4 ou CD8 (UNGAR et al., 1990), camundongos portadores de deficiência 
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imunológica grave, ditos scid  (MEAD et al., 1991), bem como aqueles tratados 

geneticamente para não produzirem Interferon Gama, referidos como KO (MEAD & YOU, 

1998). 

 

RASMUSSEN & HEALEY (1992), utilizando protocolos de infecção em 

camundongos adultos imunossuprimidos de várias linhagens isogênicas, detectaram que 

apenas a linhagem C57BL/6N desenvolveu criptosporidiose crônica. PETRY et al. (1995) e 

YANG et al. (2000) também sugerem esta mesma linhagem imunossuprimida para 

propagação de oocistos e genotipagem ou clonagem do parasita, respectivamente. 

 

ENRIQUEZ & STERLING (1991) num teste para escolha de um modelo animal 

apropriado para o estudo da criptosporidiose, utilizando 17 linhagens de camundongos com 

12 padrões genéticos distintos (diferentes haplotipos), detectaram apenas em uma delas, 

imunodeficiente em células NK, um número significativo de parasitas. Esta mesma 

característica, de deficiência de células NK, caracterizou a linhagem de camundongo, 

C57BL/6/bg, que foi utilizada no primeiro experimento de êxito na infecção de camundongos 

com a cepa de origem humana MMC/Uni. 

 

A manutenção da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp “in 

vivo” foi inicialmente realizada em camundongos neonatos de linhagens imunocompetentes: 

heterogênicas como o Swiss/Uni, ou isogênicas tais como, A/Uni, BALB/c/Uni, C57BL/6/Uni, 

CBA/Uni, DBA/2 e SJL; e imunodeficientes isogênicos, como CBA/Uni/xid, CB-17/Uni/scid e 

C57BL/6/Uni/bg. Posteriormente, a partir de novembro de 2004, depois de seu 

estabelecimento em camundongos neonatos de diversas linhagens, a cepa MMC/Uni de 

Cryptosporidium sp, obtida de paciente portador de HIV/aids (BRITTO et al., 2000), 

começou a ser cultivada in vivo em camundongos adultos imunodeficientes da linhagem 

C57BL/6/KO para Interferon Gama. Esses camundongos infectam-se com poucos oocistos 

de Cryptosporidium sp e parecem imitar a infecção humana, pois desenvolvem vários 

sintomas clínicos característicos, dentre eles a perda de peso (ALVES et al., 2004). 

 

Nas primeiras tentativas de infecção de camundongos com este novo isolado, 

a mortalidade dos animais chegou a 100%, antes mesmo de completar 72 horas depois da 

infecção. Na primeira infecção de êxito, em dezembro de 1999, a mortalidade foi de 80%, 

 48 



 49

em 72 horas. Na infecção posterior, a mortalidade dos animais chegou a 50%, no mesmo 

intervalo de tempo. Em nosso entendimento, a grande virulência do inóculo está justificada 

provavelmente porque a cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp é uma 

espécie parasita adaptando-se a um hospedeiro diferente. No final da primeira etapa de 

manutenção de MMC/Uni, realizada em camundongos neonatos, já haviam sido realizadas 

57 passagens nesse modelo experimental. 

 

O protocolo de manutenção da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium sp em 

camundongos neonatos, como se encontra descrito neste trabalho, requer persistência e 

grande disponibilidade de animais, além de habilidade para o seu manuseio face ao 

reduzido tamanho dos animais. Talvez sejam esses os motivos da falta de dados na 

literatura a respeito do cultivo in vivo de Cryptosporidium sp nesse modelo experimental. 

Nesta primeira etapa de manutenção foram utilizados 1232 camundongos neonatos. 

 

A segunda etapa de manutenção da cepa de Cryptosporidium sp, MMC/Uni, de 

origem humana foi realizada em camundongos adultos da linhagem C57BL/6/KO para 

Interferon Gama, no período de novembro de 2002 a fevereiro de 2004 (ALVES, 2004). 

Nesta etapa, que correspondeu a 15 meses, foram realizadas 11 passagens e utilizados 53 

animais atendendo ao princípio dos 3 “R” (“refinement”, “reduction” and “replacement”), um 

dos mais importantes requisitos na Ética e bem estar Animal. 

 

Até fevereiro de 2004 a cepa de Cryptosporidium sp de origem humana, 

MMC/Uni, encontrava-se na 68ª passagem em camundongos, das quais as últimas (11) 

foram realizadas em animais adultos da linhagem C57BL/6/KO para Interferon Gama e, até 

esse prazo, haviam sido utilizados 1285 animais de diferentes linhagens, tanto 

heterogênicas, como isogênicas; neonatos ou adultos, imunocompetentes e 

imunocomprometidos. Os dados dos números de passagens e dos números de animais 

aqui descritos, não estão de acordo com os revistos por ALVES (2004), porque a referida 

autora não considerou a 1ª passagem, quando o material humano foi introduzido pela 

primeira vez em 20 camundongos. 

 

Convém ressaltar que quaisquer neonatos que foram infectados durante todos 

os experimentos, correspondiam àqueles que eram excedentes da colônia do CEMIB, 

 49 



 50

resultantes do processo de seleção denominado “culling” e seriam sacrificados na colônia 

até o terceiro dia de idade.  Houve ainda o cuidado para a seleção de algumas mães, no 

último parto, que os acompanhavam no experimento dentro de isoladores, para garantia de 

aleitamento dos filhotes. 

 

A infecção pelo Cryptosporidium é mais grave nos animais jovens e, na 

tentativa de explicar esse fato, THEA et al. (1992) e JOE et al. (1994), referem que existem 

lectinas na superfície dos esporozoítos as quais podem mediar as ligações desse 

organismo aos carbohidratos específicos da mucosa intestinal, cuja composição pode ser 

alterada, entre outros fatores, pela idade (SRIVASTANA et al., 1987). A imaturidade 

imunológica, relacionada com a idade, pode também influenciar a suscetibilidade para a 

infecção (RIGGS, 1997). 

 

Os efeitos devastadores da infecção pelo Cryptosporidium nos pacientes e nos 

modelos animais imunocomprometidos indicam o importante papel da imunidade no 

controle da criptosporidiose. Respostas imunes mediadas por células, têm demonstrado 

excelente desempenho na prevenção e resolução da infecção (UNGAR et al., 1991; URBAN 

et al., 1996 e RIGGS, 1997).  MARTINEZ et al. (1992), num modelo de cultivo in vitro, 

demonstraram a persistência de formas assexuadas do parasito em cultura de macrófagos, 

evidenciando uma forma de escape deste parasito da degradação lisossomal. 

 

ALVES (2004) analisando a evolução da infecção experimental pelo 

Cryptosporidium sp, obtido de paciente portador de HIV (BRITTO et al., 2000), em linhagens 

de camundongos SPF imunodeficientes, evidenciou a necessidade das células T, NK e do 

Interferon - Gama, para a resistência à infecção. 

 

Embora a resposta imune humoral pareça ter pouca importância (TAGHI-

KILANI et al., 1990), a administração de colostro bovino hiperimune reduziu no gado o 

período da infecção e o número de oocistos liberados nas fezes, além da severidade da 

diarréia (RIGGS, 1997). WALTERS et al. (2000) em experimentos utilizando como modelo 

experimental uma linhagem de camundongo deficiente de células B, demonstraram que 

esse linfócito é necessário para a indução das lesões inflamatórias no intestino. Também 
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DOYLE et al. (1993) utilizando um modelo de cultivo in vivo de C. parvum, avaliaram a 

modulação do ciclo evolutivo deste parasita, mediada por anticorpo. 

 

RIGGS (2002) e SINGH et al. (2005) referem que a resposta imune dos 

hospedeiros contra Cryptosporidium sp são mediadas por anticorpos e mais particularmente 

pelos Linfócitos T, pois foram detectados níveis elevados de Interleucinas e Interferon Gama 

durante os estágios iniciais da infecção. 

 

Quando o modelo animal de manutenção in vivo para a cepa de 

Cryptosporidium sp MMC/Uni, obtido de paciente portador de HIV/aids, foi testado em várias 

linhagens de camundongos, tanto imunocompetentes heterogênicas ou isogênicas, quanto 

imunodeficientes isogênicas, não houve quaisquer diferenças na suscetibilidade dessas 

linhagens à essa cepa. Também não foram observadas diferenças em relação à 

mortalidade dos animais e ao número de oocistos obtidos depois dos processos de 

purificação. 

 

O cultivo in vitro do gênero Cryptosporidium avançou significativamente nestes 

últimos anos. Estes parasitas celulares obrigatórios, que colonizam o epitélio do trato 

digestivo e freqüentemente do trato respiratório, são muito difíceis de obter em quantidade 

suficiente a partir de seus hospedeiros naturais. Ao lado disso, métodos de pesquisa 

apoiados estritamente no uso de modelos animais entram em confronto direto com os 

protocolos de Ética em Experimentação Animal. Assim como um modelo experimental 

animal ainda não está definido, também não se encontram estabelecidas a metodologia de 

cultivo contínuo e a definição de uma linhagem celular onde o ciclo biológico do parasito 

seja completado. 

 

MARTINEZ et al. (1992) num modelo de cultivo de C. parvum, em macrófagos 

não sensibilizados, demonstraram a habilidade deste parasita de infectar células não 

epiteliais. WIEST et al. (1993), utilizando protocolo de infecção de células de 

adenocarcinoma humano, HT29.74 por um isolado humano de portador de HIV/aids, 

mantido em Dicromato de Potássio, evidenciaram a importância dos microtúbulos na 

invasão das células do hospedeiro e desenvolvimento do C. parvum. Ensaios realizados em 

células epiteliais da linhagem T84, infectadas com um isolado bovino, foram indicativos de 

 51 



 52

que o C. parvum realmente rompe a barreira de células epiteliais e não, simplesmente, abre 

canais através delas, como se pensava anteriormente (ADAMS et al., 1994). Consistente 

com as observações de WIDMER et al. (2000) de que o cultivo de C. parvum em 

monocamadas induziu apoptose, recentemente alguns autores demonstraram uma infecção 

maior em células que estavam sofrendo processo de divisão (WIDMER et al., 2006). 

 

A manutenção in vitro da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium sp, obtida de 

paciente portador de HIV/aids, foi realizada em células MDBK. Embora desde 1994 a 

linhagem celular de adenocarcinoma humano, HCT-8, já tivesse sido escolhida como a 

melhor para o cultivo do Cryptosporidium parvum, independente do genótipo do isolado 

escolhido para a infecção (UPTON et al., 1994b), TZIPORI (1998), refere que esta mesma 

linhagem celular, HCT-8, possui uma fluorescência própria, o que inviabilizava seu uso, 

visto que nosso protocolo experimental inicial pretendia verificar a presença desses 

parasitos no interior da célula pela técnica de Imunofluorescência Direta. 

 

O completo desenvolvimento de C. parvum em células MDBK está descrito por 

VILLACORTA et al. (1996), que sugerem a suplementação do meio de cultivo com insulina, 

glicose e vitaminas, para obtenção de maior número de parasitas. 

 

Durante a infecção das células MDBK, a cepa de origem humana de 

Cryptosporidium MMC/Uni foi cultivada em EAGLE-MEM, o qual é composto principalmente 

de altas concentrações de aminoácidos, que estão presentes na grande variedade de 

proteínas de mamíferos e que facilitam o desenvolvimento de suas células em cultura, além 

de vitaminas. A composição do EAGLE-MEM está descrita no Anexo II. 

 

Até o presente não foi estabelecido um sistema de propagação contínua de 

Cryptosporidium sp em cultivo celular (PETRY, 2004). A dificuldade da propagação deste 

parasita in vitro pode ser resultante da falta de nutrientes, ou de condições que dificultem a 

morte da célula hospedeira ao longo da infecção (ROCHELLE et al., 2002). HIJJAWI et al. 

(2004), que descreveram o desenvolvimento completo do genótipo bovino de 

Cryptosporidium, fora da presença de células hospedeiras, utilizaram o meio RPMI 

acrescido de soro de bezerro recém-nascido. 
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MMC/Uni foi cultivada com EAGLE-MEM suplementado com 4% de soro fetal 

bovino, para impedir o crescimento exagerado das células e consequentemente a 

degeneração das monocamadas celulares (HIJJAWI et al., 2001). 

 

HIJJAWI et al (2001) referem que o genótipo bovino é menos agressivo para o 

cultivo celular e ainda mais, que o ciclo biológico do parasita originado da infecção celular 

com o genótipo bovino foi de 120 horas pós-infecção (p.i.), contra as 72 horas que foram 

observadas quando o cultivo foi realizado com o genótipo humano, o qual também 

apresentava-se mais agressivo para a célula hospedeira. 

 

A cada 24 horas durante o cultivo de MMC/Uni o aspecto das monocamadas 

de MDBK foi observado e verificou-se desde as primeiras 24 horas p.i. o desprendimento do 

tapete celular, bem como a presença de sujidades e contaminantes microbiológicos, 

sugerindo um inóculo agressivo. Alguns autores (HIJJAWI et al., 2001) referem que 

mudanças de pH exercem um importante papel na manutenção do crescimento deste 

protozoário in vivo. MMC/Uni foi mantida em cultivo com tampão PBS 0,01M, pH 7.2 a 7.4. 

A escolha do tempo de cultivo em aproximadamente 90 horas deu-se em face de que este 

foi o período máximo conseguido para a aderência das células MDBK infectadas nas 

lamínulas. 

 

Após 90 horas do cultivo da cepa de origem humana de Cryptospoidium sp, 

MMC/Uni, em células de rim bovino (MDBK), foi possível demonstrar a presença de 

merontes, provavelmente Tipo II, porque apresentam apenas quatro merozoítos, em arranjo 

paralelo (Figura 4, slide D), sugerindo que a realização do ciclo biológico completo dessa 

cepa referida fosse de longa duração. 

 

Alguns autores têm referido na literatura períodos de tempo inferiores de 

cultivo, quando relatam a obtenção de várias formas características tanto do ciclo de 

reprodução assexuada, quanto sexuada. Nos ensaios de cultivo da cepa de origem humana 

MMC/Uni, de Cryptosporidium sp, só foram evidenciadas formas assexuadas do parasito, 

mesmo após 90 horas do seu cultivo in vivo. Talvez as formas sexuadas, ou mesmo os 

oocistos não tenham sido evidenciados na cultura por causa do método escolhido para sua 

identificação, feita pela observação das monocamadas de células MDBK infectadas, 
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lavadas, fixadas e coradas pelo Giemsa, em microscopia ótica com objetiva 100 x, por 

imersão. Fato intrigante para consideração é que diversos autores, que referem a 

identificação de várias formas do ciclo biológico do parasito, não fornecem em seus artigos 

publicados, qualquer registro desses achados, como por exemplo, as imagens. 

 

Inicialmente a técnica escolhida para identificação dos diferentes estágios do 

ciclo biológico da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp, durante o 

cultivo celular em monocamadas foi a Imunofluorescência Direta e para sua realização 

foram importados dois reagentes, visto que na época não estavam disponíveis no mercado 

nacional. O primeiro, para a identificação de estágios reprodutivos intracelulares do parasita, 

o Sporo-Glo (WATERBORNE TM, INC. New Orleans, LA, USA) e o segundo, o Crypt-a-Glo  

(WATERBORNE TM, INC. New Orleans, LA, USA), para evidencição dos oocistos. 

 

Embora os protocolos para a utilização de ambos tivessem sido seguidos à 

risca, acrescidos da utilização de controles que acompanhavam ou não os kits, nenhum 

resultado foi possível, devido à inespecificidade de ambos, que apresentavam fluorescência 

positiva nas membranas de todas as células, bem como de todas as estruturas 

intracelulares, não importando se as células estavam infectadas ou não (dados não 

mostrados). 

 

A demonstração da presença de esporozoítos e merontes do Cryptosporidium 

sp de origem humana, MMC/Uni foi realizada pela observação em microscopia ótica, sob 

imersão, com objetiva 100 X, das monocamadas de MDBK, infectadas, após 90 horas de 

cultivo em EAGLE-MEM, suplementado com 4% de soro fetal bovino, fixadas em Acetona e 

coradas pelo Giemsa. 

 

O processo de excistação de oocistos de Cryptosporidium ainda está pouco 

compreendido. Entretanto, alguns estudos (GOLD et al., 2001; SMITH et al., 2005; FENG et 

al., 2006a e 2006b) demonstraram que sua infectividade na cultura de células aumenta 

quando excistado e sugerem tratar-se de um recurso baseado em fenômenos que 

mimetizam eventos que acontecem no micro ambiente do trato digestório do hospedeiro e 

por esta razão, o pH ácido, a temperatura de 37ºC, a incubação com sais biliares, o tempo 

de excistação e a presença de agentes redutores e proteases, desempenham um papel 
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importante na transdução de sinais externos para a ativação e mobilidade dos esporozoítos, 

facilitando sua penetração na célula do hospedeiro. 

 

VILLACORTA et al. (1996) relatam que os oocistos de Cryptosporidium que se 

rompem no momento da infecção das células na cultura, liberam substâncias tóxicas no 

meio, prejudicando a fixação do tapete celular. Contudo, alguns autores referem uma 

quantidade significativamente maior de formas do parasito, recolhidas no sobrenadante da 

cultura, quando a infecção é feita com oocistos íntegros (MAILLOT et al., 1997) e mais, que 

a viabilidade dos esporozoítos diminui quando manipulados fora dos oocistos (UPTON et 

al., 1994b). 

 

Neste trabalho, foram realizados experimentos de infecção de células com 

inóculos de oocistos íntegros e excistados. Nos experimentos de infecção com oocistos 

íntegros, as monocamadas celulares aparentavam-se mais contaminadas e menos 

aderentes, logo nas primeiras horas depois da infecção. Entretanto, quando a cultura foi 

infectada com oocistos tratados com sais biliares, para sua excistação, o tapete celular 

aparentou-se mais aderente e com menos contaminantes, no mesmo período. Portanto, 

para a manutenção da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp “in vivo”, 

as monocamadas das células MDBK foram infectadas com esporozoítos livres. Com a 

finalidade de assegurar a capacidade infectante dessas formas do parasito, pela sua 

manipulação fora dos oocistos, logo após os procedimentos de excistação, procedia-se à 

infecção das lamínulas, considerando apenas a concentração inicial dos oocistos depois 

dos processos de purificação, de modo que os esporozoítos não foram enumerados. 

 

Também foi observado que a formação das monocamadas nas lamínulas para 

a obtenção de 75% de confluência, ocorria após o repique das células MDBK em EAGLE-

MEM, suplementado com SFB a 10% e soluções antibiótica e antifúngica, entre 12 e 24 

horas e escolhemos o tempo do preparo das células para a infecção de 12 horas, pois este 

período permitiu maior durabilidade da aderência do tapete, no tempo mais longo de cultivo 

obtido, que foi o de 90 horas. 
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A infecção pelos parasitos do gênero Cryptosporidium inicia-se através da 

ingestão de oocistos presentes no ambiente, portanto, o controle desse estágio parasitário é 

o fator mais importante na limitação de sua expansão. Uma grande variedade de 

desinfetantes têm sido utilizados para o controle dos oocistos liberados no ambiente pelo 

homem e outras tantas espécies animais, já aqui referidas. Os métodos de desinfecção e 

esterilização tradicionais muitas vezes não são eficazes contra o Cryptosporidium. 

 

Os oocistos de Cryptosporidium são resistentes à dissecação e a muitos 

desinfetantes iodados, clorados, cresílicos e mesmo ao formol a 5%.  O mais indicado para 

destruí-los é a utilização de Amônio a 50%, ou Formalina a 10% por 30 minutos ou ainda, 

aquecimento a 60oC por 30 minutos ou a 100° C por 1 minuto (CASEMORE et al., 1997 e 

BARBEE et al., 1999). Entretanto, esses agentes têm demonstrado pouco efeito na 

infectividade do parasita. Comprovadamente, a destruição total do parasita só acontece 

quando se tomam medidas extremas e impraticáveis, como por exemplo, luz ultravioleta, 

formalina e amônia, em altas concentrações, pois colocam em risco a integridade dos seres 

vivos. 

 

Quando os experimentos de passagens seriadas semanais da cepa de origem 

humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp foram interrompidos, as amostras brutas, que 

receberam apenas os tratamentos iniciais para purificação, como maceração e filtração, 

foram acondicionadas em solução de Dicromato de Potássio a 2,5% e conservadas a 4°C, 

por períodos que variaram de 4 até 16 meses. Testes de infectividade de MMC/Uni in vivo, 

realizados em camundongos neonatos foram realizados depois de cada um desses 

períodos e foi demonstrada sua infectividade após 16 meses de conservação nas condições 

já referidas. 

 

ARROWOOD (2002) refere-se à conservação de oocistos de Cryptosporidium 

em solução de Dicromato de Potássio a 2,5%, entre 4 e 8°C, por um período superior a 6 

meses.  FAYER (2005) reprta-se à viabilidade de oocistos de  Cryptosporidium parvum, 

quando conservados em água deionizada a 0, 5, 10, 15 e 20ºC, por 6 meses; a 25 e 30ºC, 
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por 3 meses e a 35ºC, por apenas uma semana. JENKINS (2003), refere viabilidade de 

oocistos de C. parvum, conservados em água esterilizada a 15ºC, por 7 meses. 

 

Embora os oocistos de Cryptosporidium possam sobreviver no ambiente por 

vários meses em baixas temperaturas, FAYER (2005) refere que amostras congeladas a 

−70°C, por 1 hora e outras congeladas a −20°C, por 24 horas, falharam em infectar 

camundongos; entretanto, quando o congelamento foi a −20°C, por 8 horas, assim como a 

−10°C, por mais de 168 horas, teve êxito a infecção experimental de camundongos. A 

alíquota da cepa humana de Cryptosporidium sp, MMC/Uni, mantido em camundongos, 

quando preservado com DMSO (10%) por 10 meses, em congelador a −70°C, permaneceu 

infectante, sugerindo a ação crioprotetora do DMSO. 

 

Os testes in vitro de viabilidade de MMC/Uni em DAPI não forneceram 

qualquer indício de que a amostra que foi congelada com DMSO tivesse mantido sua 

integridade (dados não mostrados); entretanto, os testes in vivo de infecção de 

camundongos neonatos, da linhagem imunocompetente BALB/c/Uni, mostraram-se 

positivos. Convém ressaltar que o corante fluorogênico DAPI, assim como a maioria dos 

métodos químicos, oferece subsídios para observação apenas da morfologia dos oocistos 

(CANTÚSIO NETO, 2004). BLACK et al. (1996) realizaram a medida da viabilidade dos 

oocistos de C. parvum após tratamentos químicos variados e comprovaram que vários 

desses métodos subestimam a viabilidade, sugerindo que os testes de infectividade in vivo 

constituem a medida mais precisa. Também BUKHARI et al. (2000) consideram que os 

testes de infectividade in vivo são a metodologia padrão para os ensaios de infectividade de 

Cryptosporidium. 

 

As metodologias aqui apresentadas permitiram a elaboração de protocolos 

para manutenção da infectividade de uma cepa de Cryptosporidium sp, obtida de um único 

paciente portador de HIV/aids, MMC/Uni, em camundongos neonatos de linhagens 

isogenéticas ou heterogenéticas, imunocompetentes ou imunodeficientes, livres de 

patógenos específicos e de contaminação ambiental. MMC/Uni também foi capaz de 

infectar monocamadas celulares, permitindo a demonstração, após 90 horas de cultivo, de 

formas assexuadas (merontes) do ciclo biológico do parasita. 
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“O tempo é um mestre de cerimônias  

que sempre acaba por nos pôr no lugar que nos compete.  

Vamos avançando, parando e recuando às ordens dele,  

o nosso erro é imaginar  que podemos trocar-lhe as voltas.” 

 

Fernando Pessoa 
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6. CONCLUSÕES: 
 
 

1. MMC/Uni é uma cepa de Cryptosporidium sp, obtido das fezes de um único paciente 

portador de HIV/aids. 

 

2. A cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp foi capaz de infectar 

camundongos livres de patógenos específicos, neonatos com 1 a 4 dias de idade, de 

linhagens imunocompetentes, heterogênicas  ou isogênicas e imunodeficientes 

isogênicas, mantidas em unidades isoladoras. 

 

3. Foi possível estabelecer a manutenção do cultivo in vivo da cepa humana, MMC/Uni de 

Cryptosporidium sp, em camundongos livres de patógenos específicos, neonatos com 1 

a 4 dias de idade, de linhagens imunocompetentes, heterogênicas  ou isogênicas e 

imunodeficientes isogênicas, mantidas em unidades isoladoras. 

 

4. A cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp foi capaz de infectar células 

de rim bovino. 

 

5. Após 90 horas do cultivo da cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp 

na linhagem celular MDBK foi possível constatar a presença de merontes. 

 

6. A cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp permaneceu infectante após 

16 meses, sob refrigeração a 4°C, em solução de Dicromato de Potássio a 2,5%. 

 

7. A cepa de origem humana MMC/Uni de Cryptosporidium sp permaneceu infectante para 

camundongos neonatos após 10 meses de congelamento em DMSO a ─70ºC. 

 
 

 
“E’ preciso amor, para poder pulsar, 

E’ preciso paz, para poder sorrir, 
E’ preciso chuva, para florir..” 

 
Almir Sater 
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Os espertos aprendem com os erros dos outros, 

Os normais com os seus próprios erros 

E os não-espertos jamais aprendem. 

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

1. Introdução

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

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

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

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

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

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

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

hominis.
Alguns estudos consideram que

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Para tanto, avaliaram 19 linhagens
diferentes de camundongos adultos e

uma de gerbil (Meriones unguicula-

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

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

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

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

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

2. Material e métodos

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

2.1 Manutenção
“in vivo” da linhagem MMC de

Cryptosporidium sp
Conforme relatado por Britto et

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

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

2.2 Infecção de camundongos
imunodeficientes com oocistos

de Cryptosporidium sp
Fêmeas SPF com 4 a 6 semanas

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

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

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

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

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

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

2.3 Análise morfométrica de
oocistos de Cryptosporidium sp

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

sognodnumaCedsnegahniL )%(edadilatroM

dicsinU/71-B.C 0

inU/c/BLAB 0

-NFIarapOK6/LB75C 04

gbinU/6/LB75C 02

uninU/H3C 04

inU/6/LB75C 0

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

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

2.4 Dinâmica da eliminação de
oocistos de Cryptosporidium sp

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

2.5 Metodologia estatística
O estudo estatístico da eliminação

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

3. Resultados

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

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

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

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

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

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

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

4. Discussão

A manutenção da linhagem de
origem humana de Cryptosporidium

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

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

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

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

Atualmente  são reconhecidas
treze espécies de  Cryptosporidium

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

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

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

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

Outra diferença entre  C. homi-

nis e C. parvum  é quanto a liberação

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Capítulo 28 
Cultivo celular de Cryptosporidium spp. 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 
 

Os sistemas de cultivo do protozoário Cryptosporidium (Filo Apicomplexa; 

Família Cryptosporidiidae), atualmente disponíveis, permitem a infecção in vitro de 

células hospedeiras com oocistos ou esporozoítos, previamente purificados, que se 

replicam nas monocamadas celulares por períodos variados (até 25 dias), sob 

condições de cultura bem definidas [19]. O cultivo de curta duração deste protozoário 

tem sido amplamente usado para os estudos de eficácia de drogas [32,48] ou com a 

finalidade de investigar a interação entre o protozoário e a célula hospedeira, na 

ausência de bactérias intestinais (23). 

Outra aplicação importante do cultivo de Cryptosporidium in vitro é a avaliação 

do potencial infectante do protozoário frente aos diversos tratamentos químicos, 

desinfetantes ou estresse ambiental, com a finalidade de determinar os riscos em saúde 

pública [35].  

Enquanto os ensaios de infectividade de diferentes cepas do parasito in vivo, 

utilizando modelos animais, principalmente camundongos, apresentam várias 

restrições, tais como o tempo necessário para obtenção dos resultados (entre 7 a 10 

dias após infecção) e a variabilidade de resultados em função da susceptibilidade 

individual das linhagens de camundongos frente à infecção [35], o teste de infectividade 

in vitro, baseado no cultivo do protozoário em linhagens de células hospedeiras, tornou-

se uma alternativa bastante viável, considerando a capacidade de algumas linhagens 

celulares (HCT-8: células tumorais humanas e MDCK- células Madin-Darby de rim 
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canino) em suportar o crescimento de Cryptosporidium hominis [21]. Esta espécie, 

inclusive, parece não ser infectante para o modelo animal murino, incluindo os 

camundongos “gama-knockout” (46). Passados 23 anos após o primeiro relato do 

cultivo in vitro de Cryptosporidium, com obtenção dos estádios assexuados do parasito 

por Woodmansee & Pohlenz (47), em 1983, uma grande variedade de protocolos em 

diferentes condições de crescimento foi desenvolvida e, até o momento, mais de 20 

linhagens de células hospedeiras foram estudadas em sua capacidade de suportar o 

crescimento do protozoário (Tabela 28.1).  

 
Tabela 28.1: Evolução  da cultura  “in vitro”    do protozoário  
Cryptosporidium  em linhagens celulares  de várias espécies de  
vertebrados, no período de 1983 a 2005. 
Linhagem 
celular 
(abreviatura) 

Nome da célula Meio de 
Cultivo 

Produção 
in vitro 

de 
Oocistos 

Referência 
bibliográfica1 

HRT Células do tumor 
retal humano. 

RPMI 
1640 

Não Woodmansee & 
Pohlenz, 
1983(47). 

CAM Células da 
endoderme da 
membrana 
córioalantóica de 
embrião de 
galinhas. 

- Sim Current & Long, 
1983 (7)*; Naciri 
et al., 1986(31) 
Lindsay et al., 
1988 (26). 

HFL; PCK e 
PK10 

Células pulmonares 
fetais humanas; 
células primárias do 
rim de galinha e rim 
de suínos. 

MEM Sim Current & 
Haynes, 1984. 
(8) 

BHK Células renais de 
hamster 

- NR Naciri et al., 
1986 (31). 

MDCK Células Madin-
Darby de rim 
canino. 

DMEM 
 
MEM 

NR 
Sim 
Sim 

Lumb et al.,1988 
(27); 
Gut et al., 
1991(17); 
Rosales et al., 
1993 (36). 

Caco-2 Célula de 
adenocarcinoma do 
cólon. 

DMEM Sim 
 
NR 

Datry et al., 1989 
(11);Griffiths et 
al., 1994 (16). 

 Cultura Primária de 
Hepatócitos de 
ratos. 

MEM Sim Datry et al., 1989 
(11). 

L929 Fibroblastos 
murinos. 

RPMI 
1640 

NR McDonald et al., 
1990 (29). 
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LGA Células de 
carcinoma do 
Intestino Delgado 
de Ratos. 

F10 de 
HAM 

NR Bonnin et al., 
1990 (4). 

HT29.74 Células do 
adenocarcinoma de 
cólon humano. 

Leibovitz 
L-15 e 
RPMI 
1640 

NR Flanigan et al., 
1991 (15). 

MDBK Células de Madin-
Darby de rim 
bovino. 

RPMI 
MEM 

Sim 
Sim 
 

Gut et 
al.,1991(17) 
Villacorta et al., 
1996 (45). 

407 Células intestinais 
de embrião humano 

RPMI 
1640 

NR Kuhls et al., 
1991(22). 

RL-95-2 Células de 
carcinoma 
endometrial humano

DMEM + 
Meio de 
Ham’s F12 

I Rasmussen et 
al., 1993 (34). 

T84 Células epiteliais do 
colón humano. 

DMEM + 
Meio de 
Ham’s F12 

NR Adams et al., 
1994 (1). 

HCT-8 Células do 
adenocarcinoma 
ileocecal humano. 

RPMI 
1640 
DMEM 
RPMI 
1640 

 
Sim 
Sim 

Upton et al., 
1994(41); Maillot 
et al, 1997(28)); 
Hijjawi et al., 
2001(19))**.  

BFTE Células da trompa 
de 
falópio bovina. 

RPMI 
1640 

Sim Yang et al., 1996 
(49))*. 

LIM1215; HF Célula de tumor do 
colón; fibroblastos 
humanos. 

RPMI 
1640 

Não Meloni & 
Thompson, 
1996.(30) 

THP-1 Célula 
mielomonocítica. 

RPMI 
1640 

Sim Lawton et al., 
1996 (24); 
Lawton et al., 
2003 (25). 

BS-C-1 Células de rim de 
macacos. 

MEM Sim Deng & Cliver, 
1998 (12)). 

VeLi Condrócitos da 
cartilagem auricular 
de coelhos. 

DMEM Sim Lacharme et al. 
2004 (23)*. 

AGS Células de 
adenocarcinoma 
humano. 

RPMI 
1640 

Sim Choi et al., 2004 
(6)). 

     
 NR = não relatado; I = indeterminado; 1 = referências selecionadas. 

* = oocistos produzidos in vitro foram infectantes para camundongos (teste de infectividade animal). 
** = primeiro relato do cultivo in vitro do protozoário durante 25 dias (longa duração). 

 
Encerrando a primeira década de tentativas em cultivar o protozoário in vitro, a 

realização completa do ciclo biológico de uma cepa de Cryptosporidium (originária de 

paciente portador de SIDA - Síndrome da Imunodeficiência Adquirida), e com clara 
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evidência da presença de oocistos in vitro, foi finalmente obtida por Datry et al. (1989) 

(11), em 2 linhagens celulares distintas: a primeira, células de adenocarcinoma humano 

(Caco-2) e a segunda, cultura primária de hepatócitos de ratos. Formas parasitárias 

correspondentes às fases assexuadas, sexuadas e oocistos foram observadas nas 

culturas de hepatócitos enquanto que nas células Caco-2, somente oocistos foram 

identificados. 

Até 1990, o cultivo celular de Cryptosporidium foi obtido a partir de 

esporozoítos, oriundos de oocistos previamente purificados em gradientes de sacarose, 

ou flutuação em solução de Sheather, tratados com antibióticos com o objetivo de 

prevenir o crescimento de contaminantes microbianos. Apesar da comprovação da 

presença de oocistos nessa cultura, suas paredes apresentavam-se apenas 

parcialmente formadas (17). Em sua maioria, os estudos publicados até esta data eram 

descritivos, enfatizando o grau de desenvolvimento do parasito em diversas linhagens 

celulares. No início dos anos 90, as novas técnicas de manipulação dos oocistos e de 

esporozoítos, as otimizações dos protocolos de cultivo celular de C. parvum e os 

estudos comparativos das diversas linhagens celulares passaram a ser objeto das 

investigações científicas. 

Assim, coube a Hijjawi et al. (2001) (19), o mérito de obter e descrever, pela 

primeira vez, o completo desenvolvimento dos genótipos humano (ou genótipo 1) e 

bovino (ou genótipo 2) de C. parvum e a sua manutenção durante 25 dias em sistemas 

de cultivo in vitro. Os autores observaram o desenvolvimento de ambos os genótipos 

em células HCT-8, desde esporozoítos até a produção de oocistos esporulados. A 

longa manutenção do crescimento parasitário foi obtida mediante a transferência dos 

estádios do protozoário, presentes no sobrenadante das culturas, para novas células 

HCT-8. Até 2001, os dados da literatura mostravam que o crescimento máximo do 

protozoário era alcançado ao redor de 48 a 72 horas após infecção celular sofrendo, a 

seguir, um declínio gradual (14,24,40). 

Hijjawi et al.(2001) (19) também observaram que o desenvolvimento in vitro dos 

genótipos “humano” e “bovino” foi similar, mas relataram que os parasitos pertencentes 

ao genótipo humano requeriam menos tempo para completar o ciclo de vida, nas 
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células HCT-8 (ao redor de 72 h.p.i.) quando comparados ao “genótipo bovino” (120 

h.p.i.). Outros aspectos biológicos importantes foram registrados neste estudo, como a 

maior agressividade do genótipo humano durante seu crescimento nas células 

hospedeiras. Importante também são os diferentes resultados obtidos sobre a 

infectividade dos oocistos obtidos por cultivo celular: quando derivados do genótipo 

bovino, foram aptos em causar infecção experimental em camundongos enquanto 

aqueles oocistos pertencentes ao genótipo humano falharam. 

Até o momento, nenhum sistema permanente de propagação in vitro de 

Cryptosporidium foi estabelecido (33). A incapacidade de propagar o protozoário em 

sistema de cultivo celular continuadamente pode ser resultado de deficiências 

nutricionais do meio de cultura, da presença de condições “redox” inapropriadas ou 

morte da célula hospedeira ao longo da infecção (35)  Outra limitação importante reside 

no fato de que ainda não é possível iniciar a re-infecção da linhagem celular com 

oocistos produzidos in vitro (24) . Portanto, a infecção experimental animal “in vivo” 

ainda é necessária para a obtenção de grande número de oocistos.  

Ainda em 2004, Hijjawi et al. (20), descreveram o desenvolvimento completo do 

genótipo bovino de Cryptosporidium parvum, em meio difásico (que consistiu em soro 

de bezerro recém-nascido e meio RPMI 1640), sem a presença de células hospedeiras. 

Caso estes dados possam ser reproduzidos em outros laboratórios, estes resultados 

representam um avanço significativo para a pesquisa in vitro do protozoário. 

 

REQUERIMENTOS NECESSÁRIOS PARA O CULTIVO CELULAR DE 

CRYPTOSPORIDIUM: 

 

O sistema de cultivo celular do protozoário Cryptosporidium pode ser 

sumarizado como segue (3,44): 

 

ISOLADOS DO PARASITO: a partir de fezes humanas ou de animais é produzida uma 

suspensão purificada de oocistos mediante a centrifugação em gradiente de 
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densidade. Para os procedimentos de purificação, devem ser utilizados laboratórios 

com nível 2 de segurança biológica; 

ESCOLHA DA LINHAGEM DA CÉLULA HOSPEDEIRA: escolhida a linhagem celular que servirá 

como hospedeira do parasito, as mesmas podem ser adquiridas junto aos bancos de 

células certificados internacionalmente e devem ser mantidas em meio próprio para 

cultura de células, previamente à inoculação, em tempo pré-determinado para a 

confluência das células em monocamadas;  

 

DEFINIÇÃO DA DOSE E TIPO DE INÓCULO: a infecção in vitro pode ser promovida pelo 

contato direto entre a célula hospedeira e os oocistos ou esporozoítos. Antes da 

infecção, a enumeração destes organismos deve ser realizada a partir de suspensões 

purificadas; alíquotas com concentrações diferentes de parasitos devem ser testadas 

para o cálculo da dose infectante; no caso de infecção com esporozoítos, é necessária 

sua excistação prévia in vitro, após estímulo apropriado; 

 

INFECÇÃO IN VITRO: após contato direto entre as células hospedeiras e os oocistos ou 

esporozoítos os quais invadem as células hospedeiras cultivadas em meio apropriado. 

Após a infecção, é adicionado meio de cultura novo e suplementado de modo a 

suportar o crescimento parasitário. A cultura é mantida a 37ºC, em condições ideais de 

umidade e atmosfera de CO2; 

 

REPRODUÇÃO DO CICLO BIOLÓGICO DO PARASITO: no interior das células hospedeiras, 

reproduz-se o ciclo de vida do protozoário, formando agrupamentos ou focos de 

infecção. Maior número de parasitos é obtido durante o período de 48 a 72 h.p.i.; 

 

VISUALIZAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS PARASITOS EM DESENVOLVIMENTO: os focos de 

desenvolvimento parasitário, contendo diferentes estágios parasitários, podem ser 

visualizados e enumerados, após marcação com anticorpos específicos (monoclonais 

ou policlonais por Reação de Imunofluorescência Direta) ou mediante o uso de 

colorações específicas (Giemsa, Azul Alcian ou ambos). 
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A seguir, comentam-se alguns procedimentos descritos na literatura e relatam-

se os protocolos utilizados para a infecção das células de rim bovino (“Madin-Darby 

Bovine Kidney cells”) com a cepa MMc/Uni de Cryptosporidium, de origem humana (2,5) 

no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia, Unicamp: 

 

CONCENTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS OOCISTOS 

 

Uma suspensão de oocistos, infectantes e livres de sujidades é essencial para 

estabelecer, com sucesso, o cultivo celular do protozoário. Diversos métodos de 

purificação de oocistos, a partir de fezes de animais ou humanas, foram propostos na 

literatura estão sumarizados nas revisões sobre o cultivo celular de Cryptosporidium, 

publicadas por Upton (1997) (44) e Arrowood, em 2002 (3), com base na separação dos 

oocistos mediante o emprego de solução saturada de sacarose ou de cloreto de sódio 

e, de gradientes de densidade utilizando Percoll, cloreto de césio ou sacarose-

Percoll.  

Tanto a qualidade dos reagentes empregados durante os protocolos de 

purificação como as condições de armazenamento dos oocistos, após purificação, 

podem influenciar a manutenção da infectividade do protozoário.  

Inicialmente, as fezes devem ser colhidas preferencialmente em solução de 

dicromato de potássio entre 2,0% e 5,0%. A remoção de detritos grosseiros e de lipídios 

é efetuada mediante a filtração da suspensão fecal em peneiras plásticas ou metálicas 

(60 a 200 orifícios/1mm2), seguida de centrifugação do líquido resultante com um 

solvente como éter etílico ou acetato de etila. A correta relação entre o tipo de rotor da 

centrífuga (em rpm) e força gravitacional (g), deve ser respeitada, pois o uso de 

velocidades inferiores a 800 x g (5 min.) pode acarretar a perda de oocistos no 

sobrenadante. Finalmente, os procedimentos de flutuação em soluções de sacarose, 

cloreto de sódio ou de césio (com gravidades específicas de 1,20 g/mL e 1,80 g/ml, 

respectivamente), ou em gradientes de diferentes densidades (variando de 1,40g/mL a 

1,05 g/mL) podem ser utilizados com o objetivo de concentrar os oocistos, embora 

nenhum destes protocolos tenha resultado em suspensões completamente purificadas.  
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Tão logo os oocistos sejam recuperados, após a etapa de purificação, devem 

ser imediatamente lavados em solução tampão fostato (PBS; pH 7.2 -7.6) ou água 

destilada (2000 x g; 20 min.) para prevenir a ocorrência de dano ao parasito e, a seguir, 

armazenados em solução tampão fosfato, salina ou de Hanks, após suplementação 

com antibióticos e anti-fúngicos (45). A manutenção da infectividade depende da 

temperatura e meio de armazenamento; quando em condições adequadas (4°C-8°C), 

os oocistos podem reter a sua capacidade infectante in vivo por cerca de 12 meses (9)  

, mas, para os testes de infectividade, não devem ser utilizados após 6 meses de 

armazenamento (30). 

 

TÉCNICA DE PURIFICAÇÃO DOS OOCISTOS: 

 

A técnica para a purificação dos oocistos descrita a seguir foi fundamentada a 

partir da combinação de metodologias descritas por Current (1990) (9); Current & 

Garcia (1991) (10) e Tzipori (1988) (39): 

 1. Coletar as fezes em frascos contendo solução de dicromato de potássio 5,0%, 

na proporção de 3:1; manter sob refrigeração (4°C). 

 2. Peneirar a suspensão fecal em gaze (1x); 

 3. Deixar em repouso, durante 1 hora, à temperatura ambiente; 

 4. Recuperar o sobrenadante imediatamente superior ao precipitado; 

 5. Adicionar éter etílico (na proporção de (1:1) e agitar vigorosamente durante 30 

segundos; 

 6. Aguardar alguns minutos; serão formadas 4 camadas distintas; retirar as 

camadas aquosas contendo os oocistos; 

 7. Transferir para tubos cônicos de centrifugação, limpos e proceder à lavagem 

das camadas aquosas em solução tampão fosfato 0,01 M (pH 7,2-7,4), contendo 

Tween 20 a 0,2%, centrifugando a 1500 x g, durante 10 minutos (4°C); efetuar várias 

lavagens nas mesmas condições, até que os resíduos da solução de dicromato de 

potássio sejam completamente removidos; 
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 8. Ressuspender os sedimentos resultantes em 2,5 mL da solução tampão-

fosfato contendo Tween 20 (0,2%); 

 9. Adicionar 10 mL de solução saturada de sacarose (gr.sp.=1,2g/mL) e após 

nova agitação vigorosa, centrifugar a 1000 x g (10 min.), a 4°C; 

 10. A seguir, adicionar gentilmente, deixando escorrer pelas paredes dos tubos, 

cerca de 2,5 mL de solução aquosa de Tween 20 (0,2%). Aguardar alguns minutos e 

retirar, cuidadosamente, as camadas superiores, onde se concentram os oocistos. 

 11. Aos sedimentos que permaneceram no fundo dos tubos, adicionar 

novamente 10 mL de solução saturada de sacarose, repetindo as duas últimas etapas 

precedentes, tendo o cuidado de colher as camadas aquosas superiores, transferindo-

as para tubos limpos; 

 12. Finalmente, lavar as camadas superiores contendo os oocistos, em 

centrífuga (1500 x g, 10 min, 4ºC), com solução tampão fosfato 0,01M, pH 7.2, para 

retirar os resíduos da solução saturada de sacarose; 

 13. Juntar cuidadosamente os sedimentos finais, ressuspendendo-os em 1 mL 

de solução tampão fosfato; 

 14. Enumerar os oocistos presentes, em câmara de Neubauer: diluindo 20 µl da 

suspensão de oocistos purificados em solução tampão fosfato estéril, em 80 µL da 

solução aquosa de verde de malaquita (0,16%) contendo dodecil-sulfato-sódio a 0,1%; 

retirar 10µL desta suspensão, transferir para a câmara de Neubauer, aguardar 2-3 

minutos e proceder à contagem dos oocistos. Ajustes devem ser feitos para obter um 

volume final de 1mL e concentração de 107 oocistos, para a posterior infecção da 

linhagem celular. 

 

CULTURA E INFECÇÃO DAS CÉLULAS HOSPEDEIRAS 

 

A escolha da célula hospedeira é um dos fatores que mais influenciam o cultivo 

de Cryptosporidium e a necessidade de apresentar características semelhantes à das 

células epiteliais é um dos critérios que deve ser considerado, principalmente a 

capacidade de aderência e taxa de crescimento (3,44); devem ser excluídas as células 
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que apresentem crescimento lento ou não contínuo, pobre capacidade de adesão e 

aquelas que necessitem de meio especial de suplementação (41). As células HCT-8 

(células do adenocarcinoma ileocecal humano), MDCK (células Madin-Darby de rim 

canino) e MDBK (células Madin-Darby de rim bovino) foram eleitas como as que melhor 

suportam o desenvolvimento do protozoário e apresentam maior susceptibilidade à 

invasão (30,36,37,41,43,45). Entretanto, a linhagem HCT-8 tem seu uso 

desaconselhado, em algumas ocasiões, por apresentar uma fluorescência própria (40). 

A infecção das células hospedeiras pode ser realizada com oocistos, esporozoítos após 

excistação in vitro ou uma mistura de ambos. Se esporozoítos são utilizados, eles 

também devem ser previamente purificados e sujidades devem ser ausentes na 

suspensão que permanecerá em contato com a célula hospedeira. Para purificação dos 

esporozoítos, podem ser usados filtros estéreis de policarbonato, com porosidade 

nominal de 2,0 µm (12) ou de nitrato de celulose (45). Para alguns autores, este 

protocolo seria mais vantajoso, pois a monocamada celular-hospedeira não estaria 

sujeita aos fluídos tóxicos liberados pelos oocistos; porém, deve-se considerar a 

natureza delicada dos esporozoítos, após excistação; assim, a infecção das células 

hospedeiras deve ser efetuada imediatamente. A excistação pode ser induzida por 

exposição aos sais biliares e proteases. Villacorta et al. (1996) (45) incubaram os 

oocistos (a 37°C) com taurocolato de sódio (0,22%) e tripsina bovina (0,04%), em 

solução tampão fosfato, durante 45 minutos. 

Quando a infecção da célula hospedeira for efetuada a partir de oocistos, é necessária 

a sua sanitização realizada com tratamento prévio da suspensão do parasito com 

soluções anti-bacterianas e antifúngicas, seguidas de tratamento com solução de 

hipoclorito de sódio a 10% (10 min., 4°C) e lavagens sucessivas com solução tampão 

fosfato, ressuspensos em meio de cultura celular (contendo soro fetal bovino 10%) e, a 

seguir, enumerados e adicionados às monocamadas celulares. A etapa de sanitização 

dos oocistos diminui a possibilidade de contaminação microbiana indesejável, 

garantindo melhor qualidade do inóculo. É recomendável que após a sanitização com 

hipoclorito e previamente à inoculação das células hospedeiras, promova-se uma etapa 

de neutralização empregando solução de tiossulfato de sódio a 0,1%. Qualquer que 
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seja o método empregado para infectar a célula hospedeira, é extremamente importante 

distribuir o inóculo de forma igual sobre todas as células, mesmo que a monocamada 

celular apresente-se homogênea. Os esporozoítos e merozoítos exibem a tendência de 

infectar células vizinhas (44) e, portanto, infecção não uniforme das células hospedeiras 

pode ocorrer. As taxas de infecção celular in vitro, relatadas na literatura variam de 5%-

10% (3). 

As células hospedeiras devem ser cultivadas, antes da inoculação, em placas de cultura 

celular, apresentando poços ou concavidades assim como frascos de cultura de 

tamanho variável, contendo meio de cultura que deve ser selecionado em função da 

linhagem celular escolhida (35) (Tabela 28.1) 

Para o destacamento e posterior transferência das células hospedeiras visando 

a infecção, é empregada uma etapa de incubação em solução (1:1) de tripsina 0, 25% e 

PBS-EDTA, durante 5 minutos, à 37ºC e atmosfera de CO2, para o desprendimento das 

células dos frascos de cultivo originais. Em seqüência, a suspensão celular deve ser 

vigorosamente pipetada em um volume aproximadamente 10 vezes maior (ponteiras de 

200 µL, por exemplo) até que seja promovida a separação das diversas células (38). 

Após enumeração, as células são semeadas nas concavidades das placas e devem ser 

mantidas em condições de umidade (85%-95%), na temperatura de 37°C e atmosfera 

de CO2 (4%-5%) respeitando-se as diferentes características de crescimento de cada 

linhagem celular. O meio de crescimento celular deve ser suplementado com soro fetal 

bovino a 10%-15%, durante todo o período de manutenção das células não infectadas. 

Quando pré-cultivadas em frascos de cultura, aproximadamente 12 a 24 horas antes da 

infecção, as células devem ser semeadas nas concavidades das placas de cultivo, 

preferencialmente sobre lamínulas de vidro, com a finalidade de obter uma 

monocamada celular com 70-80% de confluência [19]. 

Previamente à inoculação das monocamadas celulares, o meio de cultura deve 

ser removido e a suspensão de oocistos ou esporozoítos ou uma mistura de ambos, é 

adicionada, para promover a infecção das células hospedeiras. Após 2 horas de 

incubação, as placas devem ser lavadas com solução tampão fosfato, para remover os 

parasitos que não foram capazes de infectar as monocamadas celulares e a seguir, é 
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adicionado meio de cultivo e suplementação o que permitirá o crescimento parasitário, 

sob incubação a 37°C (42)  e atmosfera de CO2 a 5%.  

 Entre 48 a 72 horas após a inoculação, o número de parasitos alcança o máximo 

desenvolvimento e a partir daí, sofre um declínio gradual (30). De acordo com Arrowood 

(2002) (3) o número de estádios parasitários em desenvolvimento iguala-se ou é duas 

vezes maior ao número original de oocistos do inóculo. Entre os vários fatores que 

influenciam o cultivo celular in vitro de Cryptosporidium, estão: o pH, a idade das células 

hospedeiras e sua integridade, a presença de sujidades celulares no meio de cultura e 

a degeneração das células hospedeiras, o tempo de armazenamento dos oocistos, a 

eficiência da excistação e a integridade dos esporozoítos (44) O pH exerce um 

importante papel na manutenção do crescimento do protozoário in vitro; sua faixa ótima 

é de 7.2 a 7.6 (18,19) e a troca periódica do meio de cultivo, a cada 2-3 dias pode ser 

necessária para a manutenção das condições ideais; esta estreita faixa de pH é 

relevante para a invasão celular e liberação dos estádios parasitários (30); súbitas 

alterações do pH provocam desprendimento das monocamadas celulares (19) e é 

possível que a flutuação dos valores de pH contribua para a inativação dos 

microgametas o que explicaria a não obtenção de oocistos nas primeiras tentativas de 

cultivo in vitro do protozoário, na década de 80. Por estes motivos, o tampão HEPES 

(ácido (N-2-hidroxietil)-piperazina-N’-2etano-sulfônico) é o mais comumente empregado 

para o cultivo in vitro dos coccídios, pois sua capacidade tamponante situa-se na faixa 

de 6.8-8.2. 

O problema do crescimento excessivo do parasito na cultura, seguido de 

degeneração das monocamadas celulares foi solucionado por Hijjawi et al (2001) (19) 

ao introduzirem a transferência periódica (a cada 2-3 dias) do meio de cultivo (também 

se sua a diminuição da concentração de soro fetal bovino, para cerca de 4% a 5%). A 

suplementação do meio de cultivo celular com adição de soro fetal bovino, em 

concentrações variáveis entre 5% a 10% (que ocasiona um aumento da motilidade do 

protozoário), vitaminas (ácido ascórbico, pantotenato de cálcio; ácido fólico e ácido 

para-aminobenzóico) ou açúcares (glicose, galactose, maltose ou manose, em 

concentrações de 20 a 50 mM) acarreta melhor desenvolvimento do protozoário in vitro 
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(43). Também a insulina exerce um efeito positivo sobre o crescimento parasitário por 

facilitar a tomada de açúcares pelas células hospedeiras (43). Pouco ou nenhum efeito 

foi observado quando biotina, riboflavina, niacina, nicotinamida, timidina ou uracil foram 

adicionadas ao meio de cultivo (25). Choi et al. (2004) (6), ao analisarem o efeito da 

adição de vários suplementos sobre o cultivo in vitro de C. muris, observaram que o uso 

de ácido pirúvico 1mM induziu um aumento significativo do desenvolvimento do 

protozoário e a suplementação com ácido fólico (2µg/mL) produziu um incremento no 

desenvolvimento parasitário na ordem de 20%. Quando inosina e adenosina, em 

concentrações de 200 µM,  foram agregadas ao meio de cultivo, foi observado um 

aumento do número de células parasitadas, sendo predominantes os estádios 

assexuados do protozoário.  

 

TÉCNICA DE EXCISTAÇÃO DOS OOCISTOS PARA OBTENÇÃO DE 

ESPOROZOÍTOS LIVRES 

 

A infecção das células hospedeiras pode ser promovida pela adição de uma 

suspensão de oocistos, ou de esporozoítos livres ou ambos. O seguinte protocolo de 

excistação foi baseado em Villacorta et al. (1996) (45) com algumas modificações: 

 1. Antes da excistação, os oocistos foram mantidos à 4ºC, durante 16 horas, em 

solução contendo antibióticos e anti-fúngicos; 

 2. Em banho de gelo, tratar os oocistos com uma solução de hipoclorito de sódio 

a 5,25%, durante 8 minutos; 

 3. Lavar imediatamente a suspensão de oocistos, em centrífuga (1500xg, 10 

min.; 4ºC), com solução tampão fosfato 0,01 M. 

 4. Desprezar o sobrenadante e adicionar ao sedimento 6 ml de solução de 

tiossulfato de sódio a 1,05%, centrifugando a 1500 x g, 10 min.; 4ºC; 

 5. Centrifugar o sedimento resultante da etapa anterior, nas mesmas condições, 

mais 3 vezes para a retirada de resíduos da solução de hipoclorito; 

 6. Centrifugar os oocistos em meio de cultivo celular (EAGLE-MEM), reconstituir 

o volume inicial (1 mL) com meio de cultivo celular; 
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 7. Promover a liberação dos esporozoítos mediante incubação da suspensão de 

oocistos a 37ºC, com solução contendo desoxicolato de sódio P. A. a 0,22% (Sigma) 

e tripsina bovina (0,04%) em PBS, durante 45 minutos (são requeridos de 45 a 60 

minutos de incubação para que ocorra total liberação dos esporozoítos). 

 8. Lavar, em centrífuga (1500 x g, 20 minutos, 4ºC) com meio de cultivo celular. 

Utilizar a suspensão de esporozoítos imediatamente para a infecção das células 

hospedeiras. 

 

CULTURA E INFECÇÃO DAS CÉLULAS MDBK: 

 

 Recomenda-se que a cultura das células de rim bovino seja efetuada em 

placas, contendo lamínulas de vidro, em Meio EAGLE-MEM, suplementado com soro 

fetal bovino a 10%, adicionando-se soluções anti-bióticas e anti-fúngicas. ainda solução 

As placas de cultura celular foram incubadas a 37°C, sob tensão de CO2 (5%) e 95% de 

umidade. A infecção das células MDBK com a cepa MMc/Uni de Cryptosporidium foi 

realizada em placas de 24 concavidades contendo lamínulas de vidro, em meio EAGLE-

MEM, suplementado com soro fetal bovino a 10%, adicionado ainda de solução de 

penicilina (200 U/mL), de estreptomicina (200 µg/mL) e solução de fungizona (2 µg/mL), 

de acordo com protocolos descritos na literatura (41,42,45). Para os protocolos de 

infecção foram colocadas 2x105 células/mL, em cada concavidade e as placas foram 

mantidas em estufa a 37°C, em ambiente com 85% de umidade e 5% de CO2. Após 12-

24 horas, as monocamadas celulares que apresentavam 75% de confluência foram 

utilizadas de acordo com o seguinte protocolo: 

 1. Lavar as monocamadas celulares, por 3x, com meio EAGLE-MEM (200 µL); 

acrescentar em cada concavidade da placa de cultivo celular, 200 µL de meio EAGLE-

MEM contendo 106 parasitas da suspensão de oocistos purificados ou de esporozoítos, 

após excistação. Utilizar algumas concavidades como controle (não infecta-las); 

 2. Passadas 2 horas após a infecção, lavar as monocamadas com o mesmo 

meio (200 µL) por três vezes e, a seguir, acrescentar em cada concavidade, 1 mL de 

meio EAGLE-MEM, suplementado com soro fetal bovino 4%, solução de penicilina (200 
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U/mL, de estreptomicina (200 µg/mL) e solução de fungizona (2 µg/mL). Manter as 

placas de cultivo do protozoário em estufa a 37ºC, em ambiente com 95% de umidade e 

5% de CO2.  

 3. O tempo de cultivo é variável em função do objetivo do mesmo (se obtenção 

de estádios parasitários assexuados, sexuados ou obtenção de oocistos – vide Tabela 

2); no caso da cepa MMC/Uni, por exemplo, as placas foram cultivadas durante 96 

horas, obtendo-se a presença de merontes (estádios assexuados do protozoário) nas 

preparações (Fig. 28. 1).  

  

                          

 

Fig.28.1. Cultivo celular da cepa MMC/Uni de Cryptosporidium (de origem humana), em 

células MDBK (células Madin-Darby de rim bovino): meronte, após 96 horas de cultivo 

(Aumento: 1000x). 

 

CONTROLE DE QUALIDADE 

 1. A cada 24 horas, retirar as placas de cultivo da estufa; deixar em repouso por 

3 minutos, observar em microscópio invertido com aumento de 400x para verificar as 

condições gerais, como aderência ou desprendimento celular e presença de 

contaminantes. 

 2. A cada 2-3 dias, é recomendada a substituição do meio de cultura antigo por 

um novo. 
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VISUALIZAÇÃO E ENUMERAÇÃO DE PARASITOS NOS SISTEMAS DE CULTIVO 

 

Para a visualização e quantificação de parasitos nos sistemas de cultivo, vários 

métodos podem ser empregados. A coloração em lamínulas é amplamente usada uma 

vez que as células infectadas crescem aderidas à elas. Antes da coloração, as células 

devem ser fixadas empregando-se acetona, metanol a 4°C ou fixador de Bouin (tempo 

de fixação: 2 horas) e, a seguir, diversas colorações podem ser usadas tais como a de 

Giemsa (diluição 1:20 em água destilada; tempo de coloração: 30 minutos), álcool-

ácido-resistente modificada para Cryptosporidium, hematoxilina-eosina (6) a do Azul 

Alcian ou pelo procedimento combinado usando Azul Alcian (solução alcoólica 1%; 1 

min.) e Giemsa (solução aquosa a 20%; 15 min.) (24). 

As lamínulas destacadas das placas de cultura são lavadas com solução tampão 

fosfato (pH 7.2-7.6) e podem ser armazenadas em solução de formalina neutra 

tamponada a 10%, anteriormente ao exame microscópico. Os parasitos são 

quantificados, tendo por base a razão de parasitos/nº de células hospedeiras ou 

campo microscópico. A maior dificuldade reside na correta diferenciação entre os 

diferentes estádios morfológicos do parasito, considerando que o desenvolvimento 

do mesmo é focal, isto é, são formados agrupamentos de infecção parasitária. 

 Os parasitos em desenvolvimento ou completamente desenvolvidos também 

podem ser visualizados após coloração com anticorpos específicos fluorescentes (38) 

ou mediante teste imunoenzimático, empregando anticorpo policlonal desenvolvido 

contra os esporozoítos de Cryptosporidium. De acordo com Slifko et al. (1997) (38) este 

anticorpo também reage com epítopos dos demais estádios reprodutivos do 

protozoário, presentes nas culturas. Quando o cultivo celular do protozoário é 

combinado com as técnicas de reação da polimerase em cadeia (PCR), empregando-se 

primers específicos, a detecção e determinação da infectividade são possíveis (13). A 

diferenciação entre os diversos estádios parasitários, ao exame microscópico, requer 

um técnico que tenha grande conhecimento de morfologia do protozoário. É preciso 

considerar que alguns esporozoítos ou merozoítos falham em infectar a célula 

hospedeira, permanecendo aderidos à mesma, assumindo um formato arredondado (3) 
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causando grande dificuldade para a correta identificação das formas parasitárias. A 

cronologia do desenvolvimento de Cryptosporidium in vitro e a descrição das principais 

características dos diversos estádios referentes ao ciclo biológico do protozoário são 

apresentados na Tabela 28.2 
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Tabela 28.2. Cronologia e descrição das principais características do 
protozoário Cryptosporidium spp em sistema de cultivo in vitro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Forma do 
Parasito 

Tempo 
de 

infecção 

Medidas 
micrométricas

(em µm) 

Descrição da 
morfologia 

    
Trofozoítos 5 h.p.i 2,7 x 2,7 Formato arredondado ou 

oval. 
    
Merontes 
(Tipo I) 

12-24 
h.p.i. 

3,7 x 4,0 Apresentam 6 a 8 núcleos 
ou merozoítos, em arranjo 
paralelo. 

    
Merontes 
(Tipo II) 

24 h.p.i. 3,1 x 2,8  Contém apenas 4 
merozoítos 

    
Microgamontes 48-72 

h.p.i. 
5,6 x 3,4 14-16 microgametas não 

flagelados são observados 
no interior da célula, ao 
redor de um resíduo. 

    
Macrogamontes 48-72 

h.p.i 
4,0 x 4,0 Presença de um núcleo 

periférico e grande. 

 
Oocistos 48-96 

h.p.i. 
5,0 x 5,0 . Oocistos maturos contém 4 

esporozoítos 

    

Esporozoítos 72 h.p.i. 5,2 x 1,2 Formato de vírgula, 

apresentando a 

extremidade posterior 

arredondada e a anterior, 

pontiaguda*. 

 

*Estes esporozoítos foram visualizados excistando após 72 h.p.i. o que comprova sua origem 
a partir dos oocistos desenvolvidos em sistema de cultivo in vitro (La Charme et al., 2004) 
[23]. 
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Anexo III: Aprovação na Comissão de Ética em Experiemtação Animal 

 

Comissão de Ética na Experimentação Animal 

CEEA/Unicamp 

CERTIFICADO 

Certificamos que o Protocolo n° 1304-1, sobre “ Manutenção em linhagens de 

camundongos e infecção in vitro de uma cepa de Cryptosporidium  origem sp de

humana ", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Ana Maria Aparecida Guaraldo / 

Maria Helena Seabra Soares de Britto, está de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal - 

CEEA/Unicamp em 1o. de agosto de 2007. 

CERTIFICATE 
We certify that the protocol n° 1304-1, entitled _______________________________________ 

is in agreement with the Ethical Principies for Animal Research established by the 

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the 

institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - 

Unicamp) on August 1, 2007. 
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Uma tese é uma tese 

“Sabe tese, de faculdade? Aquela que defendem? Com unhas e dentes?  É’ dessa tese que eu estou 
falando. Você deve conhecer pelo menos uma pessoa que já defendeu uma tese. Ou esteja defendendo. 

Sim, uma tese é defendida. Ela é feita para ser atacada pela banca, que são aquelas pessoas que 
gostam de botar banca. 

As teses são todas maravilhosas. Em tese. Você acompanha uma pessoa meses, anos, séculos, 
defendendo uma tese. Palpitantes assuntos. Tem tese que não acaba nunca, que acompanha o 

elemento para a velhice. Tem até teses pós-morte. 

O mais interessante na tese é que, quando nos contam, são maravilhosas, intrigantes. A gente fica 
curiosa, acompanha o sofrimento do autor, anos a fio. Aí ele publica, te dá uma cópia e é sempre - 

sempre - uma decepção. Em tese.  

                                   Impossível ler uma tese de cabo a rabo. São chatíssimas. É uma pena que as 
teses sejam escritas apenas para julgamento da banca circunspecta, sisuda e compenetrada em si 
mesma.   E nós? Sim, porque os assuntos, já disse, são maravilhosos, cativantes, as pessoas são 

inteligentíssimas. Temas do arco-da-velha. Mas toda tese fica no rodapé da história. Pra que tanto sic e 
tanto apud? Sic me lembra o Pasquim e apud não parece candidato do PFL para vereador? Apud Neto. 

Escrever uma tese é quase um voto de pobreza que a pessoa se autodecreta. O mundo pára, o dinheiro 
entra apertado, os filhos são abandonados, o marido que se vire. Estou acabando a tese. Essa frase 

significa que a pessoa vai sair do mundo. Não por alguns dias, mas anos. Tem gente que nunca mais 
volta. 

E, depois de terminada a tese, tem a revisão da tese, depois tem a defesa da tese. E, depois da defesa, 
tem a publicação. E, é claro, intelectual que se preze, logo em seguida embarca noutra tese. São os 

profissionais, em tese.   O pior é quando convidam a gente para assistir à defesa. Meu Deus, que sono. 
Não em tese, na prática mesmo. 

Orientados e orientandos (que nomes atuais!) são unânimes em afirmar que toda tese tem de ser - tem 
de ser! - daquele jeito. É’ pra não entender, mesmo. Tem de ser formatada assim. Que na Sorbonne é 

assim, que em Coimbra também. Na Sorbonne, desde 1257. Em Coimbra, mais moderna, desde 1290. 
Em tese (e na prática) são 700 anos de muita tese e pouca prática. 

 
Acho que, nas teses, tinha de ter uma norma em que, além da tese, o elemento teria de fazer também 

uma tesão (tese grande). Ou seja, uma versão para nós, pobres teóricos ignorantes que não votamos no 
Apud Neto. Ou seja, o elemento (ou a elementa) passa a vida a estudar um assunto que nos interessa é 

nada. Pra quê? Pra virar mestre, doutor? E daí? Se ele estudou tanto aquilo, acho impossível que ele 
não queira que a gente saiba a que conclusões chegou. Mas jamais saberemos onde fica o bicho da 

goiaba quando não é tempo de goiaba. No bolso do Apud Neto? 

Tem gente que vai para os Estados Unidos, para a Europa, para terminar a tese. Vão lá nas fontes. 
Descobrem maravilhas. E a gente não fica sabendo de nada. Só aqueles sisudos da banca. E o cara dá 

logo um dez com louvor. Louvor para quem? Que exaltação, que encômio é isso? 

E tem mais: As bolsas para os que defendem as teses são uma pobreza. Tem viagens, compra de livros 
caros, horas na Internet da vida, separações, pensão para os filhos que a mulher levou embora. É, 

defender uma tese é mesmo um voto de pobreza, já diria São Francisco de Assis. Em tese. 

Tenho um casal de amigos que há uns dez anos prepara suas teses. Cada um, uma. Dia desses a filha, 
de 10 anos, no café da manhã, ameaçou: - Não vou mais estudar! Não vou mais na escola. Os dois 

pararam - momentaneamente - de pensar nas teses. - O quê? Pirou? - Quero estudar mais, não. Olha 
vocês dois. Não fazem mais nada na vida.  É só a tese, a tese, a tese. Não pode comprar bicicleta por 
causa da tese.  A gente não pode ir para a praia por causa da tese. Tudo é pra quando acabar a tese. 
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Até trocar o pano do sofá. Se eu estudar vou acabar numa tese. Quero estudar mais, não. Não me 
deixam nem mexer mais no computador. Vocês acham mesmo que eu vou deletar a tese de vocês? 

Pensando bem, até que não é uma má idéia! 

Quando é que alguém vai ter a prática idéia de escrever uma tese sobre a tese? Ou uma outra sobre a 
vida nos rodapés da história? Acho que seria uma tesão.” 

 

Mário Prata 


	Orientadora: Profa.  Dra. Ana Maria Aparecida Guaraldo
	Campinas, 05 de setembro de 2007.
	
	
	BANCA EXAMINADORA


	Berthold Brecht

	Regina Maura Bueno Franco
	Ana Maria Aparecida Guaraldo
	CONSIDERAÇÕES GERAIS
	CULTURA E INFECÇÃO DAS CÉLULAS HOSPEDEIRAS
	CONTROLE DE QUALIDADE
	Oocistos




	apendice 1 criptosporidiose_publicadoA.pdf
	Sem titulo


