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MALARIA EXPERIMENTAL: CONTAMINAGAO DE CEPAS E ANIMAIS DE
BIOTERIO POR EPERYTHROZOON COQCCOIDES

Heitor France de ANDRADE JR., Mircia Dalastra LAURENTI, Hire GOTQ, Maria Irma Seixas PUARTE &
Carlos Eduarde Pereira CORBETT

RESUMO

Neste artigo descrevemos & contaminacgfico acidental de uma cepa de maldria
de roedor (Plasmodium berghei) por um hemoparasita (Eperythrozoon coccoldes},
levando a alteragbes importantes no comportamento da maldria experimental.
A demonstragao do parasita foi feita por microscopia optica e eletrénica e a
fonte de contaminacio foi detectada em roedores normalmente utilizados na ma-
nutenciio da cepa, obtidos do mesmo biotério. As medidas disponiveis para o
controle deste fipo de infeccho sBo discutidas propondo se a utilizacio de tetra-
ciclina em matrizes e posterior utilizagdo de animais F1 nfo tratados. Comen-
ta-se a importancia deste tipo de contaminacfo experimental.

UNITERMOS: Eperythrozoon coccoides — Maldria experimental — Contaminacio

INTRODUCAO

A contaminacfio de modelos experimentais
por alguns parasitas pode determinar altera-
¢Oes das caracteristicas das doencas, levando
a interpretacOes errdneas que invalidam os ex-
perimentos. Um dos parasitas frequentemente
implicado em contaminagdes acidentais é o
Eperyihrozoon coccoides 12, um hemoparasita
do sangue de roedores que vive na superficie
de hemdecias e no plasma de roedores, em par-
ticular camundongos3. A transmissic € fei-
ta através de materiais contendo sangue in-
fectado, sendo de transmissibilidade muito al-
ta, bastando uma hemdcia contaminada para
dar inicio & infecgdo 7, O vetor natural é um ec-
toparasita de camundongo, Poliplax serrata, que
transmite a infeeciio por picada ou soluciio de
continuidade da pele, ndo havendo ciclo do pa-
ragita no inseto4. A transmissdc pelo leite ou
via transplacentiria nfio fol confirmada !,
embora tenha sido sugerida frente & grande

prevaléncia da infecgiio em biotérios aparente- .

mente livres de ectoparasitas 2.

A infeccio de camundongos por E, coccoi-
des apresenta duas fases diferentes. A primei-

ra, de proliferagio, dura até 8 a 10 dias e ca-
racteriza se pelo aparecimento de grande ndme
ro de parasitas no sangue. A seguir instala-se
uma fase latente, que coincide com o apareci-
miento de anticorpos eSpecificos, com diminui-
¢io importante no numero de parasitas circu-
lantes. Esta fase s6 é detectada quando o ani
mal € submetido a manobras imunossupresso-
ras, como a esplenectomia, que provocam um
aumento no mimero de parasitas circulantes .
Com o uso de ciclofosfamida, a infecgdo agu-
da inicial se mantem, com 100% de latalida-
de 5.

Os mecanismos de controle do parasita pa
recem estar relacionados i fagocitose depen-
denfe de anticorpos, sendo que em animais em
fase latente de infeccfo, hd um aumento da ca-
pacidade fagocitica inespecifica do hospedei-
TOS. '

Hd Autores que sugerem que a possibilida-
de de reativacho da fase latente ocorreria du-
rante toda a vida do animal ¢, embora outros
Autores tenham determinado que a fase latente
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teria a duracio de 8 a 10 semanas ai)ds 0 gqua-
dro agudo inicial 5.

A infecciio por E. coccoides pode modificar
o comportamento de outras deencas concomi-
tantes, gue tornam-se mais lentas e benignas,

. devido provavelmente & competicio entre os

parasitas, como acontece com a maldria e a
bsbesiose experimentais1.10.11,

A deteccio deste agente € basicamente mor-
foldgica 14, pois nic foi conseguido até o mo-
mento o cultivo, nem em meios livres de cé-
luias nem em culturas de tecidol.

Foram observadas alteragSes no curso da
malédria experimental por P. berghei em camun-
dongos ¢ hamsteres, em nosso lahoratdrio, com
diminuicio da parasitemia, curso prolongado
da infecgio e menor letalidade. A presen¢a de

- E. coccoides foi identificada em esfregago de
sangue parasitado pelos Dr. Virgilio E. Rosario
(1.E. Chagas, Belém-PA) e David Walliker (Uni-
versidade de Edimburg). A partir deste acha-
do nos propusemos a; identificar a contamina-
¢io por E. coccoides de nossa cepa de P. ber-
ghei; detectar a infeccio latente por E. coccoi.
des nos animais utilizados na manutengioc da
malaria experimental, propor e avaliar medi-
das terapéuticas e de controle da infeccgho, e
finalmente avaliar criticamente o comportamen-
to de nossa cepa ou de outras cepas de maldria
experimental em nosso biotéric.

MATERIAIS E METODOS
Animais e parasitas

A cepa de P. berghei que vinha sendo uti-
lizada em nossos experimentos (PbE) foi ob-
tida do Instituto de Medicina Tropical de Sio
Paulo, onde era mantida por indculos perito-
neais de sangue infectado em camundongos,
sem passagem por vetor ancfelino por muitos
anos. A outra cepa de P. berghei utilizando,
(ANKA), foi gentilmente fornecida pelo Dr. Da-
vid Walliker, da Universidade de Edimburgo.

08 animais (camundongos, camundongos
Balb/C, ratos € hamsteres) utilizados nos ex-
perimentos, foram obtidos do Biotério Central
da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sac Paulo, sendo mantidos em ambiente téla-
do, livres de ectoparasitas por pulverizacio

com produto comercial (Bolfo, Bayer do Bra
sil) e em meios absorventes esterilizados.

Microscoplia Optica

Para os estudos em microscopia éptica, uti-
lizamos esfregacos de sangue periférico obtidos
de cauda ou puncio cardiaca dos vérios ani-
mais, corados pelo Giemsa ou Romanowski, As
laminas foram observadas em microscopia ¢p-
tica, determinando-se 0 numero de corpusculos
por 1009 hemadacias.

Micrescopia eletrinica

A amostra de sangue cothida por pungio
cardiaca de camundongo infectado por cepa sus-
peita, foi fixada em suspensioc com 20 volumes
de glutaraldeido a 2% tamponado com fosfato
por 1 hora a 4°C. Apos centrifugacfio a 700g por
10 minutos e lavagem das c€lulas com solu-
¢ho salina tamponada com fosfato, o precipi-
tado foi pésfixado com 20 volures de tetréxi-
do de dsmio a 1% por 1 hora a 4°C. Para a for-
macgao de um precipitado estdvel as células fo-
ram entdc centrifugadas a 10000g por 5 minu-
tos, sendo o precipitado processado para inclu-
sf0 em Araldite e uliramicrotomia. Os cortes
foram observados em microscdépio eletrdnico
Zeiss EM-9, apds contrastagic com acetato de
chumbho.

Investigacio da infecgfio latente por E. coccoi

- des em animais experimentais

Na pesguisa da infecgio Ilatente, foram
avaliados animais que eram utilizados para a
manutengio das cepas de maldria experimen:
tal, sem tratamento prévio. A deteccio da infec-
¢cdo foi feite através da reativacio da eperitro-
zoonemia, apds esplenectomia. Camundongos
(2), hamsteres (4) e ratos (2) foram submetidos
a esplenectomia, sendo gue outre grupo de ani-
mais foi mantido em nossas condicfes ambien-
tais, para avaliagic da introducio da infeccio
intra-laboratorial. )

Pesquisa da contaminagio do E. coccoides das
cepas de P. herghei

Para a pesquisa da contaminacfio e sua
possivel influéncia no comportamento das cepas
de maldria experimentsl, foram mantidos ex
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perimentos utilizando camundongos ndo trata-
dos e camundongos isogénicos Balb/C livres de
E. coccoides. Camundongos (5 por grupo) fo-
ram inoculados com 10F hemdcias parasitadas
por via intraperitoneal, sendo obtidos esfrega-
gos didrios da cauda, com determinacio da epe-
ritrozoonemia e parasitemia, apds coloragio
pelo Giemsa. A avaliaciio foi interrompida quan-
do alcangava-se uma mortalidade de 50%.

RESULTADOS

Identificacio morfolégica da contaminagio
da cepa PbE de P. berghei por Eperythrozoon
coccoides

A pesquisa foi feita no =sangue periférico de
camundongo albino inoculado com 10¢ hemd-
cias parasitadas da cepa PbE, sendo gue pode-se

e

Fig. 1 — Fotomicrografia de esfregeco de sangue peritdrico
ne fase apuda, mostrando eorphsculos de E. coccoldes.
Giemsa 630

riférico obtido no 3 dia apds a infeccio. Exis-
tem cérca de 1000 corplisculos de E. coccoldes
por 1000 hemdcias, com alguns livres no plasma
e o restante aderido a4 superficie de hemdcias.
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observar na Fig. 1 um esfregaco de sangue pe-

it 3

Os achados ultraestruturais deste camundon
go podem ser observados na Fig. 2, onde € mos-
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Fig. 2 — Fotomicrogralia eletrbnica de um corpisculo de
E. coccoides aderido & superficle de um reticuldeito. 35000 =

trado um corpidscule com morfologia ovalada,
aderide & superficie de um reticuldcito para-
sitado, com pouco material interposto entre a
sua membrana e a do reticuldcito, sem for-
macgio de concavidade evidente ou concentra
cio de material no lado citoplasmitico do re-
ticuldeito. O protoplasma do parasita apresen-
ta granulos e filamentos sem presenca de es
trutura definida havendo subestruturas de mem-
branas do lade oposto ao da ligagdo com o Te
ticuldcito.

Investigagiio da fonte de infecglo

Na pesquisa da fonte de contaminacio pro-
curamos observar a presenca de infecgio la-
tente em animais utilizados na manutenciio da
cepa e sem tratamento prévio, através da es
plenectomia.

Na Fig. 3a podemos observar o comporta-
mento da eperitrozoonemia nos animals testa-
dos guando analisados por grupos de animais
Todos os grupos de animais apresentaram um
aumento numérico dos corpisculos compativeis
com reativacio enguanto animais controles
mantidos em nosso laboratdrio nfo apresenta
ram alteraciio significante nos niveis de cor-
pusculos. Os niveis médios dos grupos foram
diferentes para as vdrias espécies estudadas
Os hamsteres apresentaram sempre niveis me
nores de corpisculos.
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Flg. 3 — ¥ivolucdo de eperitrozoonemia em animais de biotério
3a — Evclugio média nas espéeles pesquisades:

Ratos (4) Camundongos (e) Hamsteres ()
3b — Evolugio da eperitrozoonemia no r1ato
3c — Evolugio da eperitrozoonemia no hamster
3d — Evolugio da eperitrozoonemis no camundongo
As linhas tracejadas (----) representam os animais esple-
nectomizados, erquanio que a linha continua } re-
presenta os -animais controles de infecgio neste experimento.

A andlise dos dados mosira que o compor-
tamento que cada espécie animal apresentou
néo foi homogéneo e que pode ser observado nas
figuras: 3b (ratos), 3c (hamsteres) e 3d (camun-
dongos). Todos os ratos esplenectomizados
apresentaram eperitrozoonemia elevada, en-
quanto que hamsteres ¢ camundongos apresen-
taram animais sem reativagho associados com
animais com reativagdo evidente. Os niveis de
eperitrozoonemia em hamsters foi sempre infe-
rior ac das outras espécies. Em todos os animais
houve retorno a0s niveis basais no 120 dia da
esplenectomia. A porcentagem de animais, in-
dependente da espécie que apresentaram rea-
tivagéo fol 60% (5 de 8 animais).

Pesgnisa da confaminagie e avaliagio do
comportamento das cepas de maliria experi-
mental f

Para a deteccio bioldgica da contaminacio
por E. coccoides da cepa PbE de P, berghei,
foram utilizados dois tipos de camundongos,
um grupo contaminado (albino) e outro livre
de E. coccoides (Balb/C). Para avaliagio do
comportamento da cepa, foi utilizada uma cepa
de P. berghei ANKA. '

Na Fig. 4a podemos gbservar a evolugho
da cepa PbE em camundongos albinos, notando
o aparecimento, no 2° dia, de eperitrozoone
mia intensa gue se reduziu no 5-° dia, para se
elevar novamente, desta vez em associagdo com
o desenvolvimento da parasitemia malérica. Em
camundongos Balb/C inoculados com a cepa
FbE (Fig. 4b) tanto a eperitrozoonemia quanto
a parasitemia maldrica, mantiveram niveis bas-
tante semelhantes aos encontrados em camun-
dongos albinos, fendo sido encontrada uma
mortalidade de 50% ao nivel do 18° dia do iné-
culo. Nos camundongos Balb/C infectados
com a cepa ANKA (Fig. 4c) houve uma elevagio
rdpida da paragiternia, 'significante em relagfio
3 cepa PhE (p <« 0,01), sem aparecimento de
aumento significante da eperitrozoonemia. A
mortalidade de 50% ocorreu no 13° dia, tendo
estes animais apresentados nivels mais eleva-
dos de parasitemis maldrica.

DISCUSSAO

A demonstracio de corpiisculos de E. coc-
coides durante a infeccio experimental por P.
berghei cepa PhE foi conseguida por métodos
morfolégicos, tanto por microscopia dptica co-
mo elefrdnica. Os achados ultraestruturais de-
finem o agente contaminante pois as caracte-
risticas ultraestruturais sfo apenas compativeis
com E. coccoides, afastando outros hemopara-
sitas como a Haemobartenela muris, que cau-
saria uma concavidade bastante acentuada da
membrang da hemdcia 4

As alterac¢des de comportamento encontra
das na cepa PbE estio relacionadas com a pre-
senca deste contaminante, proveniente do iné-
culo de sangue contaminado, determinando uma
competicio entre os parasitas, provavelmente
por fatores nufricionais! que seriam- consunu
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Fig. ¢ — Andlise do comportamento das cepas em aniamis experimentals, em relagio ao desenvolvimento de parasitemin
£ eperitrozoonemis :

4A — Camundongo out-bred x ceps FPbE

4B — Camundongo in-bred Fl x ceps PbE

4C -~ Camundonge in-bred F1 x cepa ANKA

Paragitemia maldrica (——)

Eperitrezoonemia, (- - - +) :

As barras representam o erro pedrio de cads ponto.

dos pelos corpusculos, gerando uma deficién- Um achado significativo foi a ocorréncia
cia relativa pars o crescimento de P. berghel, de uma reativagio da eperitrozoonemia duran-
de maneira semelhante: ap que ocorre em ani- te as fases de maior parasitemia maldrica. Isto
mais com dieta deficiente em dcido félico?, provavelmente se deve a um comprometimen
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tc da atividade fagocitica pela infecgiio mald-
rica que resulta em deficiéncia no controle da
eperitrozoonemia [, Este fato é extremamente
importante pois € nesta fase que € obtido ma-
terial para manutencéo da cepa de maldria.

A introdugio deste contaminante estd rela-
cionada com a prevaléncia da infecgdo nos bio-
térios, geralmente devido g surtos de ectopara-
rasitoses, ocasionando um numero grande de
animais com infeccdes latentes. O achado de
infeccido latente em trés grupos de roedores
normalmente utilizados para a manutencio da
cepa mostra a origem da contaminagao do ind-
culo. N&o foram detectados ectoparasitas nos
animaijs ufilizados, na época da recepcio do
biotério central, mas existem descricbes de in-
fecciio latente em biotérios livres de ectopara-
sitas 1,

A eliminagio da contaminacio em cepas de
Plasmddios de roedor € um problema de dificil
solucdo, pois o parasita € aderido a4 hemsdcias,
n@éo é separavel por meios convencionais de cen-
trifugacio e apresenta uma grande estabilidade
em materiais sob refrigeracio 1316, Existem tra.
tamentos que controlam a infecgdo mas a dro-
ga de escolha, a neorasfenamina, nac € mais
fabricada, nfo sendo encontrada ng mercado.
A opcido de tratamento s@o as tetraciclinas 55,
mas estas afetam os plasmddios, além de provo-
carem lesOes Osseas e hepaticas 7. A opcio en-
cantrada de obtencéio de animais Fl, a partir
de matrizes previamente tratadas com tetraci-
clinas revelou-se eficaz nfdo mostrando altera-
¢oes no comportamento da cepa ANKA, nem
0 aparecimento de corpiiscilos na fase de maior
parasiternia malgrica.

A evolucdo da maldria experimental indu-
zida pela cepa ANKA de P. berghei foi seme-
Ihante ac modelo experimental ufilizado em
nosso laboratdrio, antes da contaminagfo, com
niveis de parasifemia e letalidade semelhante
(R.V.C. ASSIS, comontdrio pessoal).

A utilizagio de animails experimentais con-
taminados por E. coccaides € um problema im-
portante e pode levar a resultados errdneos em
experimentos tecnicamente bem executados. As
alteracdes determinadas no sistema imune por
este parasita acarretam também interferéncias
graves em estudos imunoldgicos, sendo obriga-
tdrio o controle desta tipo de infecgao em fo-

dos os biotérios, para obtencio de resultados
confidveis e reprodutiveis. O tratamento das
matrizes com tetraciclinas e a eliminacio de
ectoparasitas, com obtengfio de animais Fl1 pa-
Tece ser & maneira mais segura, no momento,
de obtencio de animais sem qualguer trata-
mento e livres do contdgio com este parasita.

Friza-se que a contaminagio de nossa cepa
€ fenbmeno recente, pois a recuperacio de es-
fregacos obtidos em 1980, da cepa PbE nao
mostrou a presenga de corpusculos perihemai-
ticos.

SUMMARY

Experimental malaria: Contamination of mala-
laria strain and experimental animals by epe-
rythrozoon coccoides

This report describes an accidental conta-
mination of a mirine malaria strain (Plasmo-
dium berghei) by a hemoparasite (Eperythro-
zoon coccoides) wich resulted in important mo-
gification of the experimental malarial infection
behaviour. The hemoparasite was detected by
optical and electron microscopy, and the con-
tamination was attributed to rodents usually
empioyed in the strain maintenance, obtained
from the same colony. Conirol measures avai-
lable for this type of accidental infections are
discussed and proposed the use of parenteral
tetracyclines in breeding animals using the
untreated F1 animals, for experimentation, The
importance of this contemination is discussed
in some detail.
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