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Resumo

Objetivo
O microsporídio Encephalitozoon cuniculi tem sido reconhecido como um patógeno
oportunista em indivíduos imunossuprimidos, tais como pacientes com Aids. O
objetivo do trabalho foi desenvolver animais farmacologicamente imunossuprimidos
como modelo da infecção natural pelo E. cuniculi.
Métodos
Foram usados grupos distintos de camundongos Balb-C adultos, imunossuprimidos
com diferentes doses de dexametasona (Dx, 3 ou 5 mg/kg/dia por via intraperitoneal
– IP) e inoculados com esporos de E. cuniculi por via IP. Também foram usados
grupos controle (animais inoculados, mas nãoimunossuprimidos, e animais
imunossuprimidos, mas não inoculados). Os esporos de E. cuniculi foram previamente
cultivados em células MDCK. Os animais foram sacrificados e submetidos à necropsia
aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias pós-inoculação. Fragmentos teciduais foram coletados e
processados para análise por microscopia de luz, utilizando-se as técnicas de coloração
de Gram -chromotrope e de hematoxilina-eosina.
Resultados
Em todos os animais imunossuprimidos e inoculados, porém especialmente naqueles
que receberam 5 mg/kg/dia de Dx, os achados de necropsia mais proeminentes foram
hepato e esplenomegalia. A inoculação experimental resultou em uma infecção
disseminada e não-letal, caracterizada por lesões granulomatosas em diversos órgãos
(fígado, pulmões, rins, intestino, encéfalo), porém mais notadamente no tecido hepático.
Esporos de E. cuniculi foram observados em poucos animais tratados com 5 mg/kg/
dia de Dx aos 35 dias pós-infecção.
Conclusões
Microsporidiose em camundongos imunossuprimidos com Dx fornece um modelo
útil para estudos da infecção por microsporídios, assemelhando-se àquela naturalmente
observada em indivíduos imunodeficientes com Aids.

Abstract

Objective
Microsporidian Encephalitozoon cuniculi has been recognized as an opportunistic
pathogen in immunosuppressed individuals, such as AIDS patients. The objective of
the study was to develop pharmacologically immunosuppressed animals as a model
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INTRODUÇÃO

Microsporidiose é uma doença parasitária causada
por protozoários primitivos, intracelulares obrigató-
rios, que não possuem mitocôndrias e que pertencem
ao f ilo Microspora. Nos últimos anos, esses
microorganismos vêm sendo cada vez mais identifi-
cados como importantes agentes de infecção oportu-
nista e emergente em pacientes com Aids.4,14

No homem, os microsporídios causam desde infec-
ções intestinais a infecções sistêmicas, sendo que os
aspectos patogênicos da doença variam em função
da espécie envolvida e da competência da resposta
imune do hospedeiro.3,4,6

Os microsporídios têm sido descritos em muitas
espécies animais causando desde infecções assin-
tomáticas e benignas a sintomáticas e graves, muitas
vezes fatais.4,13

Embora a transmissão direta dos animais para o
homem não tenha sido comprovada, evidências indi-
cam que a microsporidiose pode ser considerada uma
zoonose.4,7

Já que a microsporidiose representa uma doença
emergente, aspectos fundamentais desses patógenos
e da infecção permanecem desconhecidos. Nesse sen-
tido, o desenvolvimento de modelos experimentais
pode ajudar a entender todos os aspectos da doença,
tais como o curso da infecção no homem e nos ani-
mais, seu diagnóstico, sua epidemiologia e tratamen-

of the natural occurring E. cuniculi infection.
Methods
Distint groups of adult Balb-C mice were immunosuppressed with different doses of
dexamethasone (Dx, 3 or 5 mg/kg/day, intraperitoneal route - IP) and inoculated with
E. cuniculi spores by IP route intraperitoneally. Control groups (inoculated animals
but non-immunosuppressed and non- inoculated animals but immunosuppressed)
were also used. The spores of E. cuniculi were previously cultivated in MDCK cells.
The animals were sacrificed and necropsied at 7, 14, 21, 28 and 35 days post-
inoculation. Tissue fragments were collected and processed for light microscopy studies,
using Gram-chromotrope and hematoxylin-eosin staining techniques.
Results
In all immunosupressed and inoculated inoculated immunosuppressed mice,specially
in those that received 5 mg/kg/day of dexamethasone, the most prominent necropsy
findings were hepatomegaly and splenomegaly. The experimental inoculation resulted
in a disseminated non-lethal infection, characterized by granulomatous lesions in
several organs (liver, lungs, kidneys, gut and brain) but notably in the hepatic tissue.
Spores of E. cuniculi were only seen in few animals treated with 5 mg/kg/day of Dx at
35 days post-infection.
Conclusions
Microsporidiosis in Dx-immunosuppressed mice provides a useful model for studies
of the microsporidial infection, resembling that one naturally occurring in
immunodeficient individuals with AIDS.

to.4 A encefalitozoonose murina tem sido tradicio-
nalmente utilizada como modelo da infecção.10,11,13

Camundongos eutímicos inoculados com esporos de
Encephalitozoon cuniculi raramente apresentam si-
nais clínicos, servindo como um modelo experimen-
tal apropriado para o estudo da relação balanceada
entre o agente e o hospedeiro.5

Por outro lado, camundongos com sistema
imunológico deficiente, tais como os animais atímicos
e os severe combined immunodeficient (SCID) mice
desenvolvem infecção disseminada, aguda e fatal.3,5,6

Uma vez que a aquisição e manutenção de tais ani-
mais geneticamente imunocomprometidos é difícil,
a obtenção do estado de imunossupressão através do
emprego de drogas pode representar uma solução al-
ternativa para os que pretendem estudar a doença em
modelos animais.

Nesse sentido, Lallo7 (1998) procedeu a adminis-
tração de ciclofosfamida e ciclosporina como dro-
gas depressoras da resposta imune, imediatamente
após a inoculação de E. cuniculi em camundongos
Balb-C. Todos os animais imunossuprimidos mani-
festaram infecção mais severa do que os animais não-
tratados com as drogas, entretanto o curso da doen-
ça foi mais lento, quando comparado aos modelos
em animais imunossuprimidos naturalmente, como
os atímicos ou SCID.

O presente trabalho teve por objetivo obter um
modelo experimental mediante o emprego de uma

mice. Encephalitozoonosis.
Microsporidiosis. Animal models.
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droga com custo mais baixo e de mais fácil aquisição
e manipulação, de forma a tornar os modelos utiliza-
dos futuramente nessa linha de pesquisa mais acessí-
veis para um número maior de instituições. Nesse
contexto, considerou-se oportuno o emprego da dro-
ga glicocorticóide dexametasona (9-α-fluoro-16-α-
metilprednisolona), amplamente utilizada por suas
propriedades imunossupressoras e antiinflamatórias.2

MÉTODOS

Foram utilizados camundongos isogênicos Balb-
C, germ free, machos, com 30 a 40 dias de idade,
obtidos no Centro de Bioterismo da Unicamp (Cam-
pinas, SP). Os animais foram distribuídos em seis gru-
pos de acordo com a dose de dexametasona (Dx) uti-
lizada e a inoculação ou não de Encephalitozoon
cuniculi. (Tabela 1)

Os animais dos grupos I, III e V foram inoculados,
por via intraperitoneal, com 0,5 ml de uma suspen-
são de esporos de E. cuniculi na concentração de
1x107 esporos. Os animais controle (grupos II, IV e
VI) receberam igual volume de solução salina a 0,9%
esterilizada.

Os esporos de E. cuniculi utilizados foram previa-
mente cultivados em células MDCK (Madin Darby
Canine Kidney) no Serviço de Culturas Celulares do
Instituto Butantan.7

A imunossupressão foi realizada com diferentes
doses de Dx (Azium ). A administração do fármaco
iniciou-se no dia anterior à inoculação experimental,
sendo diariamente realizada por via intraperitoneal
até o final do experimento nas doses de 3 mg/kg para
os animais dos grupos I e II e de 5 mg/kg para os
grupos III e IV. Os animais dos grupos V e VI não
receberam tratamento imunossupressivo.

Os animais foram sacrificados aos 7, 14, 21, 28 e 35
dias pós-inoculação por meio do aprofundamento de
anestesia inalatória com éter etílico. Foram realizadas
necropsia e colheita de fragmentos de pulmão,
encéfalo, fígado, rins, baço e intestinos, que foram,

então, fixados em solução de formol tamponado a 10%
(pH 7,2-7,4). Após permanecer na solução fixadora por
72 horas (h), o material foi submetido à desidratação,
diafanização e inclusão em parafina para a investiga-
ção de E. cuniculi pelo exame histopatológico.

Cortes histológicos foram montados em lâminas
de vidro e corados pelas técnicas de hematoxilina-
eosina (H-E) e de Gram-chromotrope.9 Os cortes
histológicos foram analisados em microscópio de luz
com os aumentos de 50, 100, 400 e 1000x.

Para comparação dos resultados nos diferentes gru-
pos experimentais, foi realizada análise morfométrica
a partir de cortes histológicos de três fragmentos he-
páticos colhidos de cada animal e corados pela técni-
ca de H-E. Foi utilizado o sistema de análise de ima-
gens, contendo o programa Optimas (Optimas
Corporation of Edmonds, Washington).*

RESULTADOS

Achados Clínicos

Poucos sinais clínicos foram observados nos ani-
mais inoculados com E. cuniculi neste experimento.
Todos os camundongos tratados com Dx e inocula-
dos com E. cuniculi (grupos I e III) apresentaram
pelame eriçado, letargia e discreto aumento de volu-
me abdominal a partir do 14° dia de infecção. Ne-
nhum sinal clínico da infecção foi observado nos
camundongos que constituíram os demais grupos
deste experimento.

Achados Macroscópicos

Todos os animais dos grupos I e III, sacrificados a
partir do 14° dia de infecção, apresentaram esple-
nomegalia e hepatomegalia. Os camundongos ino-
culados com E. cuniculi e não tratados com a droga
imunossupressora (V) apresentaram somente
hepatomegalia.

Os camundongos não inoculados com E.cuniculi,
pertencentes aos grupos II, IV e VI, não apresenta-

*Desenvolvido pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de São Paulo (USP).

Tabela 1 - Distribuição dos grupos experimentais segundo o número de animais e as respectivas datas de sacrifício.

Número de animais por período de sacrifício em dias
Grupos 7 14 21 28 35 Total

I (Camundongos tratados com 3 mg/kg de Dx e inoculados com E. cuniculi) 2 2 2 2 2 10
II (Camundongos tratados com 3 mg/kg de Dx e não-inoculados com E. cuniculi)1 1 1 1 1 5
III (Camundongos tratados com 5 mg/kg de Dx e inoculados com E. cuniculi) 2 2 2 2 2 10
IV (Camundongos tratados com 5 mg/kg de Dx e não-inoculados com E. cuniculi)1 1 1 1 1 5
V (Camundongos não-tratados e inoculados com E. cuniculi) 2 2 2 2 2 10
VI (Camundongos não-tratados e não-inoculados com E. cuniculi) 1 1 1 1 1 5

Total 9 9 9 9 9 45
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ram alterações macroscópicas à necropsia.

Achados Histopatológicos

Alterações histopatológicas foram observadas em
todos os camundongos inoculados com E. cuniculi,
submetidos ou não aos diferentes tratamentos.

O fígado foi o primeiro órgão a mostrar alterações
histopatológicas compatíveis com a infecção pelo E.
cuniculi e foi a víscera mais afetada pelo protozoário.
Todos os animais infectados por E. cuniculi, perten-
centes aos grupos I, III e V, manifestaram lesões hepá-
ticas independentemente da data de sacrifício. Tais
lesões eram caracterizadas pela formação de
granulomas (Figura 1), de dimensões variáveis, cons-
tituídos por células pleomórf icasapresentando
citoplasma alongado e levemente acidofílico e con-
tendo núcleo central com um único nucléolo.

Não foram visualizados esporos nos tecidos dos ca-
mundongos inoculados com E. cuniculi pertencentes
aos grupos I e V. Entretanto, no grupo III foram encon-
trados poucos esporos no 35° dia pós-inoculação (Fi-
gura 2). Tais esporos, corados pela técnica Gram-
chromotrope, mostraram-se de coloração púrpura ou
violeta com um halo equatorial menos corado, con-
trastados com o fundo róseo e ligeiramente esverdeado.

Foram observados graus variáveis de degeneração,

necrose e descamação do epitélio bronquiolar nos
animais dos grupos I, III e V. Infiltrados inflamatórios
compostos por células mononucleares foram encon-
trados no parênquima pulmonar, determinando
espessamento dos septos alveolares, sendo igualmen-
te mais pronunciados nos camundongos do grupo III
sacrificados aos 35 dias pós-infecção.

Nenhuma alteração histopatológica compatível
com a administração de Dx foi observada no baço
dos animais submetidos ao tratamento com este agen-
te imunossupressor.

No encéfalo dos camundongos inoculados com E.
cuniculi, foram observadas estruturas granulomatosas
contendo aproximadamente entre 20 e 40 células
pleomórficas, dotadas de citoplasma acidofílico e
núcleo central. Nenhuma forma parasitária foi obser-
vada no encéfalo.

Análise Morfométrica

Por meio da análise computadorizada de imagem,
três aspectos foram avaliados para comparar a infec-
ção pelo microsporídio nos animais – o número de
lesões produzidas pelo parasita, a área média das le-
sões e a área do corte ocupada pelas lesões. Obser-
vou-se que tanto o número quanto a área das lesões
foram maiores nos animais do grupo III seguido pelo
grupo I e, finalmente, pelo grupo V, conforme se ob-
serva na Tabela 2.

Tabela 2 - Médias dos resultados obtidos pela análise computadorizada de imagens dos fragmentos hepáticos.

Grupos Número de Área média das % de área do corte Área média dos
lesões*/mm2 lesões* (m2) ocupada por lesões cortes (mm2)

I 0,33±0,19a 3,74±1,46a 0,35±0,20 24,72±2,58
III 0,40±0,17b 4,54±1,46b 0,34±0,24 27,82±1,61
V 0,15±0,21c 1,38±1,12c 0,13±0,12 23,16±2,76
*Letras diferentes indicam que as médias diferem significantemente entre si (α=0,05; z=1,645) pelo teste de duas médias.
Grupo I - camundongos tratados com Dx (3 mg/kg) e inoculados com E. cuniculi;
Grupo III - camundongos tratados com Dx (5 mg/kg) e inoculados com E. cuniculi;
Grupo V - camundongos não-tratados e inoculados com E. cuniculi.

Figura 1 – Formações granulomatosas em tecido hepático
de camundongo sacrificado aos 35 dias pós-infecção pelo
E. cuniculi. H-E, 100x.

Figura 2 – Esporos de E. cuniculi corados pela técnica de
gram-cromotrope. Tecido hepático, 400x.
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DISCUSSÃO

Os microsporídios têm sido responsabilizados por
infecções naturais ou experimentalmente induzidas
em animais de laboratório, tais como camundongos,
ratos, hamsters e cobaias.13 Desta forma, a infecção
experimental de animais de laboratório, em especial
de camundongos, tem ajudado a entender aspectos
patológicos e epidemiológicos dessa doença, consi-
derada hoje uma zoonose emergente.4 Como para
outros agentes infecciosos, a utilização de modelos
biológicos só é possível se os mesmos apresentarem
muita similaridade com a doença no homem. Nesse
sentido, vários modelos experimentais têm sido pro-
postos para a compreensão da microsporidiose, em
especial da encefalitozoonose.

No presente trabalho, a análise geral dos resultados
macroscópicos e microscópicos aliados aos achados
clínicos obtidos a partir da inoculação experimental
de E. cuniculi em camundongos revelou que houve
diferença estatisticamente significante no estabele-
cimento da infecção entre os animais submetidos ao
tratamento imunossupressor e os não imunossu-
primidos, sendo que os primeiros mostraram-se mais
suscetíveis à infecção.

Shadduck et al13 (1979) inocularam, por via
intraperitoneal, 1x106 esporos de E. cuniculi em ca-
mundongos eutímicos e observaram que os mesmos
não apresentaram sinais clínicos da doença, assim
como não exibiram lesões macroscópicas. Histolo-
gicamente foi observado que dois dos nove camun-
dongos inoculados apresentavam hepatite granulo-
matosa, hiperplasia das células do sistema
mononuclear-fagocitário esplênico e lesões granulo-
matosas no encéfalo.

Da mesma forma, nenhum sinal clínico da infecção
foi observado no presente trabalho nos camundon-
gos inoculados com E. cuniculi e não submetidos ao
tratamento imunossupressor (grupo VI). Contudo, tais
camundongos revelaram discreta hepatomegalia e
hepatite granulomatosa. Resultados similares foram
também observados por Gannon5 (1980) ao inocular
camundongos black (C57BL) com E. cuniculi.

A encefalitozoonose murina representa uma relação
equilibrada entre o hospedeiro e o parasita. Contudo,
o sucesso dessa relação simbiótica depende da compe-
tência do sistema imune.14 A exacerbação da resposta
imune pode promover grandes danos teciduais pela
formação de extensos granulomas e, por outro lado, a
ausência dela pode favorecer a multiplicação rápida e
o domínio do parasita. Ambas as situações são perigo-
sas para a sobrevivência do parasita e do hospedeiro.8

Uma vez que o sistema imune murino previne a
infecção letal pelo E. cuniculi, sem produzir sinais
da doença, a encefalitozoonose murina serve como
modelo de estudo de uma relação equilibrada entre
hospedeiro e parasita.10 No presente trabalho, tal equi-
líbrio foi igualmente observado na infecção experi-
mental dos camundongos não submetidos ao trata-
mento imunossupressor, pois tais animais apresenta-
ram evolução clínica e lesões anátomo-patológicas
semelhantes às dos autores anteriormente citados.5,9,13

O mecanismo de resistência do hospedeiro em rela-
ção à infecção por microsporídios ainda é pouco en-
tendido. De maneira genérica, parasitas intracelulares
são fagocitados por macrófagos, sendo apresentados a
linfócitos T CD

4
+, os quais passam a produzir citocinas,

especialmente do tipo IL-2, cuja função é ativar outros
linfócitos T CD

4
+, linfócitos T CD

8
+ (citotóxicos), cé-

lulas natural killer, granulócitos, outros macrófagos e
linfócitos B.1 Na infecção por E. cuniculi, os anticorpos
produzidos não eliminam os parasitas, contudo, pos-
suem a importante função de opsonização dos
antígenos, favorecendo a fagocitose, e podem ainda
ligar-se a antígenos impedindo a entrada do parasita
em uma nova célula.12 Mesmo que muitas células se-
jam ativadas durante a infecção, somente os
macrófagos podem destruir os parasitas, sendo que tal
fato só ocorre mediante a presença de citocinas produ-
zidas por células T, especialmente CD

4
+.11,15

O estudo da infecção pelo E. cuniculi tem sido reali-
zado pela inoculação experimental em camundongos
portadores de deficiências imunológicas adquiridas
geneticamente, tais como os animais nude e SCID, nos
quais não ocorre o equilíbrio entre a resposta imune e
a multiplicação do parasita, podendo o agente infeccio-
so levar o hospedeiro a óbito.3,6 Os camundongos SCID
possuem função defeituosa dos linfócitos B e T e con-
seqüente deficiência das repostas humoral e celular. Já
os camundongos atímicos ou nude possuem um defei-
to no cromossomo 11 que se manifesta com o desen-
volvimento de timo rudimentar, no qual não ocorre
normalmente a maturação de linfócitos T. Portanto,
pode-se entender por que os camundongos atímicos e
SCID desenvolvem uma infecção aguda e fatal quan-
do inoculados com E. cuniculi.1

No presente experimento, à semelhança dos camun-
dongos nude ou SCID, os animais infectados com E.
cuniculi e tratados Dx apresentaram sintomas relacio-
nados à infecção, tais como aumento discreto do ab-
dômen e letargia. A inoculação de E. cuniculi, em ca-
mundongos SCID realizada por Koudela et al6 (1994)
e em camundongos atímicos realizada por Didier et al3

(1994), também determinou letargia e aumento do
volume abdominal nos animais a partir do 14° dia pós-
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infecção. Embora os sinais clínicos constatados na pre-
sente investigação tenham sido aparentemente iguais
aos observados pelos autores anteriormente citados, o
aumento de volume abdominal referido pelos mesmos
foi atribuído à ascite e, no presente trabalho, foi decor-
rente de hepato-esplenomegalia.

Através de sua atividade linfopênica, especialmente
quanto à produção de linfócitos T2, a Dx pode compro-
meter todos os mecanismos de ação antiparasitária do
sistema imune, fato que explica a maior suscetibilidade
à infecção dos animais tratados com a droga. Contudo,
a imunossupressão é dose-dependente e foi mais inten-
sa nos animais tratados com 5 mg/kg de Dx.

Gannon5 (1980) e Didier et al3 (1994), através da
inoculação de E. cuniculi em camundongos atímicos,
e, adicionalmente Koudela et al6 (1994), utilizando
camundongos SCID, observaram uma evolução agu-
da da infecção, registrando a morte dos animais em
torno dos 20 a 25 dias. Na presente investigação, o
curso clínico da infecção foi mais lento do que o

observado em camundongos SCID e nude pelos au-
tores citados. Adicionalmente, nenhuma morte foi
observada sob tal esquema de tratamento com Dx,
tanto nos camundongos não inoculados com E.
cuniculi quanto nos inoculados.

A infecção pelo E. cuniculi observada nos camun-
dongos imunossuprimidos com Dx assemelha-se à
observada por Lallo7 (1998), com o uso de ciclo-
fosfamida como agente imunossupressor. Contudo,
tanto o número quanto a área das lesões observadas no
presente experimento foram menores que as observa-
das com ciclofosfamida. É provável que o uso de uma
dose maior de Dx, assim como a ampliação do tempo
de uso da droga pré-inoculação, possa permitir o esta-
belecimento de uma infecção mais marcada.

Em relação às lesões histopatológicas observadas,
os resultados do presente trabalho concordam com
os de Gannon5 (1980), de Koudela et al6 (1994) e os
de Didier et al3 (1994), revelando que o fígado foi o
órgão mais afetado pelo agente infeccioso.
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