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RESUMO

STABENOW, Cristiane da Silva, M. S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; margco de 2004; ldentificacdo de Sarcocystis lindsayi-simile (Apicomplexa:
Sarcocystinae) do gamba (Didelphis aurita) e sua patogenicidade para o periquito
australiano (Melopsittacus undulatus); Professor Orientador: Prof. Francisco Carlos
Rodrigues de Oliveira.

Vinte e um periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) foram inoculados com
sedimento de raspado de intestino delgado de gambas (Didelphis aurita) da seguinte forma:
cinco periquitos receberam, cada um, via oral, um in6culo de 100 | contendo 26 esporocistos
de um gamba, procedente de Seropédica, Regido Metropolitana do Rio de Janeiro; dez
outros periquitos, divididos em dois grupos de cinco, receberam cada um, inéculo de 200 |
contendo 0,8 x 10%°e 9,18 x 10°esporocistos de dois gambas, respectivamente, procedentes
também do municipio de Seropédica; um terceiro e um quarto grupos receberam, cada um,
in6culo de 500 | de sedimento de intestino delgado, negativo para a presencga de
esporocistos ao exame microscépico, de dois gambas, oriundos do municipio de Campos
dos Goytacazes, regiao norte do estado do Rio de Janeiro. O grupo-controle, constituido de
trés periquitos, foi inoculado com 500 | de PBS. Dos periquitos inoculados, apenas nos
pertencentes ao grupo que recebeu 26 esporocistos foi observado parasitismo tecidual.
Destes, dois morreram no 25° e 29° dias apds a inoculagdo (DAI), e os outros trés foram
eutanasiados no 30° DAI. Os sinais clinicos foram caracterizados por anorexia, letargia,
penas arrepiadas e dispnéia. Foram observados, nos cortes histolégicos, merontes no
endotélio de vénulas do parénquima pulmonar e sarcocistos na musculatura do peito,
perna, lingua e coragao, observando-se que a espessura média da parede cistica foi de
1,12 0,23 m. A quantidade de sarcocistos foi observada, em ordem crescente, no coracéo,
peito, lingua e perna, sendo estatisticamente diferente o numero observado na perna em
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relacdo ao coragdo. A medida do comprimento e largura dos cistos variou, no corte
transversal,de 17,73 5,43a41,43 4,79me 12,35 2,98a27,44 4,49 m, respectivamente; e
no corte longitudinal, de 65,25 23,25 a 118,06 39,17 me 13,98 5,72 a 29,38 11,58 m,
respectivamente. Verificou-se diferenca (p 0,05) entre as medidas nos diversos 6rgaos e
tecidos, ndo se observando, entretanto, diferenca no indice morfométrico, o que
caracterizou uma variagao no tamanho, sem alteragao da forma dos cistos. Hiperplasia do
baco e congestdo hepatica foram também verificadas, contudo, sem serem observadas
formas proliferativas do parasita nestes 6rgdos. Quanto ao encéfalo, observaram-se
congestao e hemorragia perivascular. Merontes foram encontrados nas células endoteliais
das vénulas pulmonares, associados, algumas vezes, a hiperplasia da intima, edema e
infiltrado perivascular por linfécitos. Nenhuma leséao significativa foi observada nos demais
periquitos, inclusive nos do grupo-controle. Isto determina que o parasita em pauta seja
semelhante ao S. lindsayi, com base na prova bioldgica utilizada, sendo este o primeiro
relato de S. lindsayi-simile em D. aurita no Brasil.

Palavras-chave: Sarcocystis lindsayi-simile, Didelphis aurita, gamba, Melopsittacus
undulatus, periquito australiano, infecgao experimental.
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ABSTRACT

STABENOW, Cristiane da Silva, M. S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; March 2004; Identification of Sarcocystis lindsayi-like (Apicomplexa:
Sarcocystinae) of the opossum (Didelphis aurita) and its pathogenicity for the budgerigar
(Melopsittacus undulatus); Guiding teacher: Prof. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Twenty-one budgerigars (Melopsittacus undulatus) were inoculated with sediment of
small intestine mucous scraped of opossums (Didelphis aurita) in the following way: five of
these received, each one, orally, an inoculum of 100 ul containing 26 sporocysts of an
opossum coming from Seropédica, Municipality of Rio de Janeiro; other ten budgerigars,
divided in two groups of five animals received, each one, inoculum of 200 ul containing 0,8 x
10°and 9,18 x 10°sporocysts of two opossums, respectively, that came from the same city; a
third group and a fourth group received, each one, inoculum of 500 pl of small intestine
sediment, negative for the presence of sporocysts at the microscopic examination, of two
opossums originated from of the municipality of Campos dos Goytacazes, North region of
the State of Rio de Janeiro. The control group, constituted of three budgerigars, was
inoculated with 500 | de PBS. Of the inoculated budgerigars, just those belonging to the
group that received 26 sporocysts were sick, and two died at 25" and 29" days after the
inoculation (DAI), and the other three animals were posted at 30" DAI. Anorexia, lethargy,
ruffled feathers and dyspnea characterized the clinical signs of this infection. In the
histological sections were observed meronts in the endothelial cells of venulae of the lungs
and sarcocysts in the muscle cells of the chest, leg, tongue and heart, being observed that
the average of the cysticwallwas of 1.12 £ 0.23 um. The amount of sarcocysts observed,
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0.23 um. The amount of sarcocysts was observed, in growing order, in the heart,
chest, language and leg, being statistically different the number observed in the leg in
relation to the heart. The measu re of the length and wide of the cysts varied, in the
transverse section, of 17.73 £5.43t041.43 £4.79 um and 12.35 +2.98 to 27.44
4.49 um, respectively; and in the longitudinal section, of 65.25 +23.251t0 118.06 +
39.17 wumand 13.98 +5.721029.38 +11.58 um, respectively. It was verified

-+

+

differences (p < 0,05) among the measures in the several organs and woven, but no
differences in the shape index, that characterized a polymorphic size without
changes in the cysts morphology. Spleen hyperplasia a nd hepatic congestion were
also verified, without however proliferative forms of the parasite have been observed
in these organs. As for the encephalon, congestion and perivascular hemorrhage
were observed. Meronts were found in the endothelial cells of th e pulmonary
venulae, sometimes associated to the intimate hyperplasia, edema and perivascular
cuffins characterized by lymphocytes. No significant lesions were observed in the
other budgerigars, including the control group. The parasite in  focus is similar to S.
lindsayi with base in the prey -predator life cycle, being the first report of S. lindsayi-

like in D. aurita in Brazil.

Key words: Sarcocystis lindsayi -simile, Didelphis aurita , opossum, Melopsittacus

undulatus, budgerigar, experimental infection.
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1. INTRODUGAO

Parasitas do género Sarcocystis sdo heteroxenos obrigatorios, com necessidade
de que em seu ciclo biologico exista uma relagéo presa-predador. O predador atua como
hospedeiro definitivo, com desenvolvimento dos gametas e oocistos na parede intestinal. A
presa € o hospedeiro intermediario, no qual ocorre a fase assexuada que culmina na
formacgéao dos cistos teciduais.

A encefalomielite equina por protozoarios (EPM) € uma doenga neurolégica que
atinge equinos de qualquer idade, determinada por parasitas do género Sarcocystis de
gambas, em um ciclo erratico. Esta doencga € descrita no Brasil desde 1975, mas poucos
estudos foram realizados até o momento, embora no territério brasileiro existam trés
espécies de gambas, Didelphis marsupialis, D. albiventris e D. aurita, encontrados na
Amazonia, na Mata Atlantica, e no cerrado, caatinga e pantanal, respectivamente.

As aves vém sendo utilizadas ha algum tempo como animais de experimentagéo
para o isolamento e identificagcdo de espécies do género Sarcocystis, cujo hospedeiro
definitivo seja uma espécie do género Didelphis. Apds a descrigao de S. falcatula, o
periquito australiano (Melopsittacus undulatus) foi incluido como um hospedeiro
intermediario experimental para a identificacdo de espécies de Sarcocystis parasitas de
aves, infectadas com esporocistos procedentes de gambas, mostrando-se particularmente
susceptivel ainfecgao por S. falcatulae S. lindsayi.

Sarcocystis lindsayi foi proposto recentemente como uma nova espécie para um
parasita semelhante a S. falcatula, encontrado em D. albiventris no Brasil. Desta forma, o



gamba da espécie D. albiventris passou a ser o hospedeiro definitivo de duas espécies
conhecidas do género Sarcocystis no Brasil: S. neurona e S. lindsayi, este ultimo, tendo
como hospedeiro intermediario experimental o periquito australiano. Apesar de presentes
em habitats diferentes, os gambas das espécies D. albiventris e D. aurita coabitam uma
pequena regido do pais.

Sendo assim, essa pesquisa teve como objetivo identificar espécies do género
Sarcocystis, presentes no gamba da espécie D. aurita, nas Regides Norte Fluminense e
Metropolitana da cidade do Rio de Janeiro, capazes de infectar experimentalmente
periquitos australianos (M. undulatus), e determinar a patogenicidade do parasita para
esses, tendo em vista a importéncia dos coccidios desse género em infecgdes de aves e
mamiferos, que determinam lesdes diversas e morte, gerando perdas produtivas e afetando
aeconomia daregido.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.0 género Sarcocystis

2.1.1. Histoérico

Segundo DUBEY (1992), o histérico do género Sarcocystis € como a seguir:
Sarcocystis Lankester, 1882, foi primeiro relatado por Miescher (1843), que descreveu
“‘linhas branco-leitosas” na musculatura esquelética de um camundongo doméstico (Mus
musculus), na Suiga. Kihn (1865) encontrou um parasita similar no suino e 0 nomeou
Synchytrium miescherianum. Contudo, esse género foi ocupado e Lankester (1882)
introduziu o género de nome Sarcocystis. Labbé (1899) mudou o nome Synchytrium
miescherianum para Sarcocystis miescheriana. Assim, o parasita S. miescheriana (Kuhn,
1865) Labbé 1899 tornou-se a espécie-tipo do género. O parasita originalmente encontrado
por Miescher no camundongo foi descrito por Blanchard (1885) e nomeado S. muris por
Railliet (1886).

Assim, surgiram controvérsias sobre se S. muris ou S. miescheriana era a espécie-
tipo correta do género. S. miescheriana foi entdo considerada a espécie tipo correta do
género por ter sido descrita antes de S. muris (DUBEY etal., 1989).

Entre 1885 e 1972, numerosas espécies de Sarcocystis foram nomeadas com base
nos achados de sarcocistos na musculatura do hospedeiro intermediario. Como o ciclo de
vida de Sarcocystis esteve desconhecido até 1972, ndo existia maneira de validar a
identidade das diferentes espécies (DUBEY, 1992). HEYDORN et al. (1975) forneceram a
primeira evidéncia conclusiva de que bovinos e ovinos eram infectados com mais de duas
espécies de Sarcocystis.
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BOX et al. (1984) observaram uma espécie de Sarcocystis que utiliza o gamba
como hospedeiro definitivo, S. falcatula. Este tem uma grande variedade de aves como
hospedeiros intermediarios, incluindo Passeriformes, Psittaciformes e Columbiformes
(BOX e SMITH, 1982; BOX etal., 1984).

Até 1995, S. falcatula era a unica espécie de Sarcocystis conhecida nos gambas
(D. virginiana), tendo estes como hospedeiros definitivos (BOX e DUSZYNSKI, 1978; BOX
etal., 1984). FENGER et al. (1997) e DUBEY e LINDSAY (1998) relataram que D. virginiana
era o hospedeiro definitivo para outra espécie de Sarcocystis, S. neurona. Em 1999, uma
espécie de Sarcocystis morfologicamente distinta, S. speeri, foi também encontrada,
usando D. virginiana e D. albiventris como hospedeiros definitivos (DUBEY e LINDSAY,
1999; DUBEY, 2000).

Na América do Sul, o gamba-de-orelha-branca Didelphis albiventris ja foi relatado
na Argentina como hospedeiro definitivo para S. falcatula DUBEY etal., 1999b.
No Brasil, essa espécie de gamba atua como hospedeiro definitivo de S. falcatula-simile
DUBEY etal., 2000a, S. neurona DUBEY etal., 2001 e S. lindsayi DUBEY etal., 2001b.

DAME et al. (1995), comparando o gene ssuRNA de S. falcatula com o mesmo
gene de S. neurona, observaram uma similaridade de 99,6%, sugerindo que S. falcatula e
S. neurona pudessem ser a mesma espécie. Porém, em estudos posteriores, utilizando a
reagcao em cadeia da polimerase (PCR), foi demonstrado que S. falcatula e S. neurona
tinham variagdes genéticas, portanto, sendo consideradas como espécies diferentes
(TANHAUSERZetal., 1999; CUTLERetal., 1999).

TANHAUSER et al. (1999) desenvolveram os “primers” (iniciadores) de PCR
JNB33 e JNB54 para distinguir esporocistos de S. neurona daqueles de  S. falcatula, em
fezes de gambas norte-americanos, com auxilio das endonucleases de restricdo Hinf e Dra
. Sendo assim, o produto de PCR de S. neurona nao é cortado por Hinf , enquanto o
produto de S. falcatula é cortado em fragmentos. Por outro lado, o produto de S. neurona é
cortado em fragmentos pela digestdo por Dra , enquanto o produto de S. falcatula nao é
cortado poressa enzima.

Contudo, dois isolados de esporocistos oriundos de gambas possuiram tanto locais
Dral e Hinfl, indicativo de infecgdo mista ou de uma linhagem com um novo genétipo. Foram
relatados entdo organismos provenientes do gamba sul-americano (D. albiventris),
distintos de S. neurona e S. speeri, mas semelhantes a S. falcatula, cujo produto recebe a
acdo de ambas endonucleases de restricdo (DUBEY et al., 2000a,b; ROSENTHAL et al.,
2001).



2.1.2. Formas observadas nos Hospedeiros definitivos

O hospedeiro definitivo, geralmente, é predador, com desenvolvimento de
gamontes e oocistos no intestino delgado (BOX e SMITH, 1982).

Os esporocistos sdo encontrados apenas no trato gastrintestinal, principalmente,
no duodeno e jejuno, e ausentes no intestino grosso. Sao raros no epitélio intestinal, sendo a
maioria observada nalamina propria da vilosidade (PORTER etal., 2001).

2.1.3. Formas observadas nos Hospedeiros intermediarios

A presa serve como hospedeiro intermediario, no qual multiplicacbes assexuadas
tomam lugar, culminando em cistos musculares, dos quais vem o nome do parasita (BOX e
SMITH, 1982).

O nome Sarcocystis vem do grego sarkos (musculo) e kystis (cisto) devido ao
estagio assexuado terminal encontrado encistado, primariamente nos musculos estriados
de mamiferos, aves e animais pecilotérmicos. Esses animais sdo hospedeiros
intermediarios e a quantidade e distribuigdo de sarcocistos no corpo varia muito de
hospedeiro para hospedeiro. Em adicdo a sua presenga na musculatura estriada
esquelética e cardiaca, os cistos ocorrem no sistema nervoso central e em fibras de Purkinje
no coragao, mas sempre em numeros relativamente baixos (POWELL et al., 1986; DUBEY
etal., 1989).

Os cistos de musculatura esquelética e cardiaca estao localizados exclusivamente
dentro de células musculares estriadas e sdo compostos por uma parede cistica primaria e,
abaixo desta, substancia amorfa, metrécitos e bradizoitas em desenvolvimento (NEILL et
al., 1989).

No passado, dentre todos os critérios morfolégicos disponiveis, a estrutura da
parede do cisto era o critério mais confiavel para distinguir espécies de Sarcocystis num
determinado hospedeiro, mas nao dentre hospedeiros diferentes, porque espécies
biologicamente distintas podem ter sarcocistos estruturalmente idénticos em diferentes
hospedeiros (DUBEY etal., 1989).

Os merontes, contendo merozoitas, sdo encontrados principalmente nas células
endoteliais em diversos 6rgaos. A predilegao por um endotélio em particular € caracteristica
das espécies de Sarcocystis e esta provavelmente relacionada tanto a heterogeneidade
bioquimica das superficies endoteliais de diferentes érgaos (FISHMAN, 1982 apud SMITH
et al.,, 1987a) quanto a receptores especificos das células hospedeiras (CHOBOTAR e



SCHOLTYSECK, 1982 apud SMITH et al., 1987a). Sarcocystis falcatula tem predilegao
particular pelo endotélio de capilares, veias e vénulas pulmonares no periquito australiano e
em Columbiformes e Passeriformes (SMITH et al., 1987a,b).

Mais de 97% dos merontes em periquitos australianos infectados com S.
falcatula sao encontrados nas células endoteliais de capilares, vénulas e veias pulmonares
(SMITH et al., 1989). Estes variam em tamanho e forma, com merozoitas formados central e
perifericamente. Alguns merontes pequenos (10 m de comprimento) contém apenas sete
merozoitas, enquanto outros que sao grandes (30 m) contém mais de 50 merozoitas.
Geralmente é dificil definir os detalhes estruturais dos merontes em “imprints” (decalques)
de pulmdes ou em simples cortes histologicos de 5 m corados por hematoxilina e eosina
(H.E.) (DUBEY etal., 1999b; DUBEY etal., 2000a,b).

2.1.4. Nuances biolégicas

Os coccidios do género Sarcocystis tém um ciclo biolégico obrigatério de dois
hospedeiros, presa-predador. Estagios assexuados desenvolvem-se apenas no
hospedeiro intermediario, o qual, na natureza, é geralmente um animal-presa (herbivoro).
Estagios sexuados desenvolvem-se apenas no hospedeiro definitivo, o qual é predador
(carnivoro). Infecgdes por espécies do género Sarcocystis sao amplamente distribuidas em
animais de produgao (BOX e SMITH, 1982; DUBEY et al., 1989; DUBEY, 1992).
Existem diferentes hospedeiros definitivos e hospedeiros intermediarios, para cada
espécie, pertencente ao género Sarcocystis. Por exemplo, existem trés espécies deste
género parasitas de bovinos: S. cruzi, S. hirsuta e S. hominis (LEVINE, 1986). Os
hospedeiros definitivos para essas espécies sdo carnivoros das familias Canidae e Felidae,
e primatas, respectivamente (DUBEY, 1992).



O hospedeiro definitivo se torna infectado pela ingestdo de tecido
muscular ou neural contendo cistos maduros. Bradizoitas liberados dos cistos, por
digestao no estbmago e intestino, penetram na mucosa do intestino delgado e se
transformam em gamontes masculino (microgamonte) e feminino (macrogamonte).
Os microgametas liberados do microgamonte se movem ativamente para a
periferia do macrogamonte. Apos a fertilizagdo, desenvolve-se uma parede em
volta do zigoto e o oocisto é formado (SHEFFIELD e FAYER, 1980). A localizagao
da gametogonia e o tipo de célula parasitada variam com a espécie de Sarcocystis
e o estagio de gametogénese (DUBEY, 1992).

Em contraste com os géneros Toxoplasma e Hammondia, os oocistos do
género Sarcocystis esporulam na lamina propria. A massa principal do oocisto
(esporonte) divide-se em dois esporocistos (FAYER, 1974). Quatro esporozoitas
sao formados em cada esporocisto. Devido a falta de sincronia da esporulacéo,
oocistos esporulados e nao-esporulados sao encontrados simultaneamente.
Oocistos esporulados sao geralmente de parede fina (< 1 um) e transparentes,
contendo dois esporocistos alongados. Nao ha residuos no oocisto e nem
micrépila. Cada esporocisto contém quatro esporozoitas alongados e um residuo
do esporocisto granular, o qual pode ser compacto ou disperso, e nao ha corpo de
“Stieda”. Cada esporozoita tem um nucleo central a terminal, diversos granulos
citoplasmaticos e um corpo cristaldide, mas nao ha corpo refratil (DUBEY, 1992).

A parede do oocisto é fina e, geralmente, se rompe. Os esporocistos
livres, liberados no lumen intestinal, passam para as fezes. Ocasionalmente,
oocistos nao-esporulados e parcialmente esporulados sao liberados nas fezes. Os
periodos pré-patente e patente variam, mas, para a maioria das espécies de
Sarcocystis, os oocistos sao primeiramente liberados nas fezes entre 7 e 14 dias
apos a ingestéo do cisto (DUBEY, 1992).

O hospedeiro intermediario se torna infectado pela ingestdo do
esporocisto em alimento ou agua contaminados. Os esporozoitas excistam de
esporocistos no intestino delgado (CAWTHORN et al., 1986). O destino do
esporozoita, do momento de ingestdo do esporocisto até o desenvolvimento inicial
nas artérias dos linfonodos mesentéricos, ndo é conhecido. A merogonia de



primeira geragao pode iniciar-se nas células endoteliais logo aos sete dias pods-
inoculagcao (DPI) e pode ser completada aos 15 DPIl. A segunda geracado de
merontes tem sido vista no endotélio de 19 a 46 DPI, predominantemente, em
capilares, mas também em pequenas artérias, praticamente por todo o corpo.
Esses merontes sdo mais numerosos nos glomérulos renais (DUBEY, 1992).

Os merontes se dividem por endopoligenia (DUBEY et al., 1989). O nucleo
se torna lobulado e divide-se em diversos nucleos (mais de 37). Merozoitas se
formam na periferia, sendo a forma e o tamanho dos merontes variados
(DUBEY, 1992).

O numero de geragdes de merogonia e o tipo de célula hospedeira, na
qual a merogonia pode ocorrer, variam com cada espécie de Sarcocystis (DUBEY,
1982a,b; DUBEY et al.,, 1982, 1989; HEYDORN, 1977, 1985; HEYDORN e
GESTRICH, 1976; HEYDORN e KARAER, 1986; HEYDORN e UNTERHOLZNER,
1983; OBENDORF e MUNDAY, 1987). Por exemplo, todas as espécies de
Sarcocystis de animais de produgao (ovinos, caprinos, bovinos, suinos, equinos)
formam a 1% e a 2° geragdo de merontes no endotélio (DUBEY, 1992).

Os merozoitas liberados da geragao terminal de merogonia iniciam a
formacao do cisto. O merozoita intracelular forma um metrécito e cada metrocito
produz duas progénies de metrocitos por endogenia. Depois de varias geragdes
assim, alguns dos metrocitos, pelo do processo de endopoligenia, produzem
zoitas em forma de banana, chamados bradizoitas (também chamados
cistozoitas). Finalmente, o cisto € preenchido com bradizoitas, que sdo o estagio
infectivo para o predador. Os bradizoitas contém granulos de amilopectina
proeminentes que se coram em vermelho brilhante, quando empregado o método
do acido periddico de Schifft (PAS) (FAYER e JOHNSON, 1974; DUBEY, 1992).

A estrutura dos parasitas dentro dos cistos muda com a maturacéo deste.
Os cistos, geralmente, se tornam infecciosos cerca de 75 DPI, mas nisso existe
consideravel variacdo entre as espécies de Sarcocystis. Os cistos imaturos
contém apenas metrocitos (células-mae), e os merontes n&o sio infecciosos para

o hospedeiro definitivo. Mesmo os cistos maduros podem conter alguns metrocitos



(células-mae), e os merontes ndo sao infecciosos para o hospedeiro definitivo.
Mesmo os cistos maduros podem conter alguns metrécitos arrumados
perifericamente (DUBEY, 1992). Ndo ha transmissao pelo leite (FAYER et al.,
1982).

Os cistos variam em tamanho e forma, dependendo da espécie do
parasita. Alguns sempre permanecem microscopicos, enquanto outros se tornam
macroscopicos. Os cistos microscopicos variam de muito longos e estreitos a
curtos e largos, enquanto os macroscopicos aparecem filamentosos, tipo graos de
arroz, ou globulares (DUBEY, 1992).

O cisto consiste em uma parede cistica que circunda os estagios de
metrocitos ou bradizoitas parasitas. A estrutura e espessura da parede cistica
diferem entre as espécies de Sarcocystis e, dentro de cada espécie, entre cistos
maduros. Histologicamente, a parede do cisto pode ser lisa, estriada, ou
filamentosa, ou pode possuir complexas proje¢coes ramificadas. Internamente, os
grupos de bradizoitas sdo divididos entre compartimentos por septos que se
originam da parede do sarcocistos ou podem nao ser compartimentalizados.
Septos estao presentes na maioria das espécies de Sarcocystis (DUBEY, 1992).

Os esporocistos ou oocistos permanecem viaveis por muitos meses no
ambiente, podendo ser disseminados ou protegidos por hospedeiros-
transportadores invertebrados (DUBEY, 1992). Grande numero de esporocistos
pode ser liberado (FAYER, 1975). Os oocistos ou esporocistos sédo resistentes ao
congelamento e, assim, podem sobreviver ao inverno na pastagem.
Aparentemente, os esporocistos podem ser mortos por dessecacdao e por
aquecimento a 56° C por 10 minutos (HEYDORN, 1980); contudo, s&o resistentes
a desinfetantes (BARUTZKI et al., 1981). Diferentemente de muitas outras
espécies de coccidios, os do género Sarcocystis sao liberados com as fezes na
forma infectiva e ndo dependem de condi¢cdes climaticas para maturagao e
infectividade (DUBEY, 1992).

Sarcocystis falcatula usa espécies de aves, como hospedeiros
intermediarios, e o gamba norte-americano (D. virginiana), como hospedeiro
definitivo (BOX e DUSZYNSKI, 1978; BOX et al., 1984). E uma espécie nao usual



de Sarcocystis por sua ampla gama de hospedeiros intermediarios
(Passeriformes, Psittaciformes e Columbiformes), sua prolongada merogonia
(durando mais de cinco meses) e pela alta patogenicidade para seu hospedeiro
intermediario (BOX e SMITH, 1982; SMITH et al., 1987a, b, 1990a, b; NEILL et al.,
1989; CLUBB e FRENKEL, 1992).

2.2. Patogenia das infecgoes por espécies do género Sarcocystis

Somente algumas espécies de Sarcocystis sao patogénicas, sendo as
espécies do género geralmente mais especificas para seus hospedeiros
intermediarios que para seus hospedeiros definitivos (BOX e SMITH, 1982;
DUBEY et al., 1989).

2.2.1. Hospedeiro definitivo

Os parasitas do género Sarcocystis sao geralmente considerados néao-
patogénicos para seus hospedeiros definitivos (DUBEY, 1976). Entretanto,
PORTER et al. (2001) evidenciaram a hiperplasia das criptas e a hipertrofia do
epitélio intestinal de gambas (D. virginiana), além de infiltrado eosinofilico na
lamina propria da vilosidade, especialmente, em areas de concentragédo de

esporocistos.

2.2.2. Hospedeiro intermediario

Sarcocystis falcatula produz uma doenga amplamente disseminada em
multiplos o6rgdos no periquito australiano, mas o sistema mais seriamente
comprometido é o trato respiratorio inferior (SMITH et al., 1989).

Na maioria dos casos, ndo sao observados sinais clinicos em periquitos
australianos (M. undulatus) inoculados, mas alguns podem se mostrar inativos e
lentos ao voar (DUBEY et al., 1999b; SPEER e DUBEY, 1999).
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Em experimentos realizados, os periquitos australianos tiveram infeccao
aguda e vieram a 6bito, sem sinais clinicos, entre 8 e 14 dias pds-inoculagao (DPI), no
estagio de multiplicagdo do parasita nos pulmdes duas semanas poés-infecg¢ao (PI),
presumivelmente por causa da anéxia. A macroscopia, os pulmdes encontravam-se
hemorragicos, entretanto ndo foram observados sarcocistos (BOX e SMITH, 1982;
DUBEY et al., 1999b; DUBEY et al., 2000a,b). Em esfregacos e cortes histologicos,
foram observados numerosos merontes e merozoitas nos pulmdes e em outros
orgaos, tais como, cérebro, coragao, figado, bago, rins e musculatura esquelética,
que sao os orgaos e tecidos mais intensamente infectados (BOX e SMITH, 1982;
DUBEY etal., 1999b; SPEER e DUBEY, 1999).

BOX e SMITH (1982) relataram a ocorréncia de um periquito australiano,
inoculado experimentalmente com S. falcatula, ter atingido a 12° semana PlI, e, a
necropsia, foram encontrados cistos musculares.

Os merontes causam necrose de células e tecidos do hospedeiro
intermediario. O grau de necrose desenvolvida depende da espécie de Sarcocystis,
de sua localizagdo e de seu potencial de multiplicagdo. Sarcocystis falcatula se
multiplica extensivamente nas células endoteliais, principalmente, nas dos capilares
pulmonares, produzindo muitas geragées de merogonia (BOX et al., 1984; SMITH et
al., 1987a). O dano fisico, que pode resultar apenas em vasculite, também pode
ocasionar a morte das aves com infec¢gdes macicgas por S. falcatula (SMITH et al.,
1987D).

A merogonia inicial ocorre no endotélio pulmonar (BOX et al., 1984; BOX e
SMITH, 1982; SMITH et al., 1987b), resultando em hipertrofia das células endoteliais,
obstrugao capilar precedendo a lise endotelial, endoflebite aguda e periflebite
cronica. Isto impede o fluxo de saida do sistema vascular pulmonar, resultando em
edema intersticial, subpneumocitico e, finalmente, do espago aéreo. O edema é
associado com perda do surfactante e atelectasia (SMITH etal., 1987b).

Outras lesbes histopatolégicas mais frequentemente encontradas em
periquitos australianos experimentalmente infectados com S. falcatula sao: no
figado, inflamacao portal, endo e periflebite, degeneragao hidrépica de hepatécitos,
necrose, e infiltrado de linfécitos e macrofagos; no bacgo, hiperplasia, congestéo,
endoflebite e hiperplasia endotelial arterial e arteriolar; e no cérebro, congestao de
vasos aferentes, hipertrofia endotelial, endoflebite aguda focal e hemorragia
perivascular (SMITH etal., 1989).
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2.3. Espécies do género Sarcocystis de gambas

Existe consideravel confusdo envolvendo a identidade de espécies do género
Sarcocystis parasitas de gambas. STILES (1893) apud DUBEY et al. (2001b), descreveu
inicialmente S. falcatula baseado na estrutura do sarcocisto de um pardal-do-norte de
peito rosa (Pheuticus ludovicianus). BOX e SMITH (1982) e BOX et al. (1984)
redescreveram S. falcatula, baseados em estudos do seu ciclo de vida e na variagao de
hospedeiros experimentais que foi capaz de infectar, incluindo passaros da espécie
Molothrus ater, periquitos australianos (M. undulatus), mandarins diamante (Poephila
guttata), canarios (Serinus canarius), pardais (Passer domesticus), e pombos (Columba
livia), mas nenhuma galinha (Gallus gallus) ou galinha d'Angola (Numida meleagris) foi
infectada. S. falcatula era a Unica espécie conhecida do género que usava D. virginiana
como hospedeiro definitivo. Sarcocystis neurona foi entao identificado e considerado como
a maior causa de doenga neuroldogica em cavalos americanos (DUBEY et al., 1991;
DUBEY e LINDSAY, 1998). Sarcocystis speeri foi em seguida identificado em D. virginiana
(DUBEY e LINDSAY, 1999). Embora a similaridade no DNA ribossomal deS. falcatula e S.
neurona sugerisse que poderiam corresponder a uma unica espécie (DAME et al., 1995),
analises posteriores forneceram base para a sua diferenciacdo (TANHAUSER et al.,
1999).

O gamba norte-americano (D. virginiana) € o hospedeiro definitivo de pelo menos
trés espécies de Sarcocystis: S. falcatula (BOX e DUSZYNSKI, 1978; BOX et al., 1984,
DUBEY, 2000), S. neurona (FENGER etal., 1995, 1997; DUBEY e LINDSAY, 1998; DUBEY
etal., 1999b; DUBEY, 2000) e S. speeriDUBEY, 2000.

Ha trés espécies de gambas no Brasil: D. albiventris, de orelhas brancas,
encontrado no cerrado, na caatinaga e no pantanal; D. aurita, orelhas pretas, presente na
Mata Atlantica; e D. marsupialis, orelhas pretas, proveniente da Amazonia (SILVA e
ROSSI, 2003). A estimativa da distribuicdo destas espécies pode ser verificada na Figura
1.

Didelphis albiventris (anteriormente conhecido como D. azarae e D.
paraguayensis) é distribuido nas zonas temperadas e tropicais de altitude da América do
Sul, incluindo os paises dos Andes, exceto o Chile (DUBEY et al., 1999b) (Figura 1), sendo
hospedeiro definitivo para S. falcatula na Argentina DUBEY et al., 1999b e, no
Brasil, para S. falcatula-simile DUBEY et al., 2000a, S. neurona DUBEY etal.,2001ae S.
lindsayiDUBEY etal., 2001b.

A ampla distribuicao de certas espécies de Sarcocystis pode ser derivada de sua
capacidade de parasitar aves migratorias, hospedeiras do parasita em seu estagio
intermediario (ROSENTHAL etal., 2001).
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Figura 1 - Estimativa da distribuicdo geografica de gambas (Adaptado de: GALLETI,

2002).



Enquanto os esporocistos de S. neurona e S. speeri infectam camundongos
imunodeficientes, mas nao periquitos australianos, o reverso é verdadeiro para
parasitas designados S. falcatula (MARSH et al., 1997a, b; DUBEY e LINDSAY,
1998). Os merontes de S. falcatula sdo encontrados intravascularmente, enquanto os
merontes de S. neurona e de outras espécies de Sarcocystis sao encontrados
extravascularmente (DUBEY etal., 1998).

A identificacdo do S. falcatula é baseada nos estagios de merogonia,
similaridade estrutural, reacao positiva ao soro anti-S. falcatula e patogenicidade
para periquitos (M. undulatus) (DUBEY etal., 1999b).

Sarcocystis lindsayi foi proposto como uma nova espécie por
DUBEY etal. (2001b) para um parasita semelhante a espécie S. falcatula, oriundo de
D. albiventris, proveniente de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. Seu hospedeiro
intermediario natural é desconhecido, porém o seu hospedeiro intermediario
experimental é o periquito australiano.

Foram encontrados poucos sarcocistos, presentes apenas nas pernas;
entretanto, as doses utilizadas foram de 50 e 500 esporocistos. Estes sarcocistos
eram microscopicos, com até 600m de comprimento e 50 m de largura, com a
espessura da parede entre 1 e 2m. Os esporocistos mediram aproximadamente 12 x
7 m, e 0s esporozoitas tinham aproximadamente 6 m de comprimento (DUBEY etal.,
2001b).

Os merontes dessa espécie foram encontrados apenas nos pulmbes e, em
cultura, dividiram-se por endopoligenia (DUBEY etal., 2001b).

Sarcocystis lindsayi foi distinguido de S. falcatula por caracteristicas
estruturais e genéticas. Infelizmente, existe consideravel confusdo em relagao a
identidade de S. falcatula porque n&o existem espécimes-tipo e todos os merontes
em tecidos de aves foram considerados como sendo de S. falcatula até entdo
(DUBEY etal., 2001b).

2.4.Espécies parasitas de aves

As espécies parasitas de aves, obtidas de cistos musculares de passaros da familia
Icteridae, s&o capazes de usar o gamba (D. virginiana) como hospedeiro definitivo
(DUSZYNSKI e BOX, 1978), e os esporocistos fecais obtidos destes, posteriormente,
infectam outras aves passeriformes nas familias Fringilidae e Ploceidae (BOX e
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E DUSZYNSKI, 1978).

Os periquitos australianos, como hospedeiros intermediarios, sao
particularmente susceptiveis a infecgao por espécies de Sarcocystis de aves (BOXe
SMITH, 1982). Contudo, S. neurona nao é infectivo para periquitos australianos
(MARSH etal., 1997b; DUBEY e LINDSAY, 1998).

Anseriformes e galiformes sao refratarios a infecgao por espécies de
Sarcocystis parasitas de aves, e Psittaciformes e Passeriformes sdo susceptiveis a
todos os estagios do parasita. Columbiformes, representados por pombos, sao
intermediarios na susceptibilidade (BOX e SMITH, 1982).

Nao sao encontrados relatos de casos naturais de infecgao por S. falcatula
em passaros residentes fora dos Estados Unidos (DUBEY et al., 2000b).

2.5. Espécies parasitas de mamiferos

A espécie Sarcocystis muris é infecciosa para camundongos, mas nao, para
ratazanas e outros roedores testados (RUIZ e FRENKEL, 1976).

As espécies de Sarcocystis parasitas de bovinos (Bos taurus) sao: S. cruzi,
S. hirsuta e S. hominis. Sarcocystis cruzi é patogénico e tem como hospedeiros
definitivos o cao, o coiote, a raposa vermelha, o guaxinim e o lobo. Sarcocystis hirsuta
e S. hominis sao também patogénicos, ainda que em menor grau, € seus hospedeiros
definitivos sdo o gato e os primatas humanos e n&do-humanos, respectivamente
(DUBEY etal., 1989; DUBEY, 1992).

Os ovinos (Ovis aries) sao infectados por S. tenella, S. arieticanis, S.
gigantea e S. medusiformis. S. tenella é patogénico e tem, como hospedeiros
definitivos, o cdo, o coiote e a raposa vermelha. Sarcocystis arieticanis também é
patogénico, embora em menor grau, tendo o cao como hospedeiro definitivo. As
espécies S. gigantea e S. medusiformis nao sao patogénicas e tem, como hospedeiro
definitivo, o gato (DUBEY etal., 1989; DUBEY, 1992).

Sarcocystis capracanis, S. hircicanis e S. moule sao espécies parasitas de
caprinos (Capra hircus). Sarcocystis capracanis é patogénica, tendo, como
hospedeiros definitivos, o cdo, a raposa vermelha e o coiote. O cao também é
hospedeiro definitivo de outra espécie patogénica, S. hircicanis. A patogenicidade de

S. moule é desconhecida, mas seu hospedeiro definitivo € o gato (DUBEY et
al., 1989; DUBEY, 1992).
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As espécies parasitas de suinos (Sus scrofa) sao: S. miescheriana,
S. porcifelis e S. suihominis. O gato é o hospedeiro definitivo de S. porcifelis, cuja
patogenicidade é desconhecida. Sarcocystis miescheriana e S. suihominis sao
patogénicos e seus hospedeiros definitivos sao, respectivamente, cdo, guaxinim,
lobo, raposa vermelha e chacal, e primatas, humanos e ndo-humanos (DUBEY et al.,
1989; DUBEY, 1992).

O cao ¢é o hospedeiro definitivo para as duas espécies parasitas de eqlinos
(Equus caballus), S. fayeri e S. equicanis (sin. S. bertrami); para uma espécie que
infecta camelos (Camelus spp.), S. cameli (DUBEY et al., 1989; DUBEY, 1992); e
para uma espécie que parasitalhamas (Lama glama), S. aucheniae (LEGUIA, 1991).

Sarcocystis levinei e S. fusiformis parasitam bufalos (Bubalus bubalis) e tém,
como hospedeiros definitivos, o cao e o gato, respectivamente (DUBEY et al., 1989;
DUBEY, 1992).

2.6. Infecgcoes em hospedeiros terminais

A EPM é a doenga neurologica equina mais comumente diagnosticada nos
Estados Unidos, causando perdas de mais de 100 milhdes de ddélares a industria
equina (DUBEY et al., 2001a). Foi inicialmente atribuida ao T. gondii, mas hoje se
sabe que o agente causal principal € um parasito do género Sarcocystis, com o
envolvimento da espécie S. neurona (DUBEY, 1976; SIMPSON e MAYHEW, 1980;
MASRI etal., 1992; FENGER etal., 1997).

As lesdes na medula espinhal caracteristicas da EPM foram primeiramente
relatadas em 1964 por Rooney nos Estados Unidos (PRICKETT, 1967). ROONEY et
al. (1970) publicaram uma série de 52 casos em cavalos do Kentucky e Pensilvania.
No mesmo periodo, MACRUZ et al. (1975) reportaram-se a presenca de protozoarios
em lesdes no Sistema Nervoso Central (SNC) de cavalos no Brasil. Em todos esses
casos, o parasita foi identificado como T. gondii. Subseqlentemente, em ambos
paises, o agente foi classificado como do género Sarcocystis (DUBEY, 1976;
SIMPSON e MAYHEW, 1980; MASRI etal., 1992).

Além de espécies do género Sarcocystis, a espécie Toxoplasma gondii e
algumas do género Neospora sao protozoarios que podem causar encefalomielite
em animais de produgéo, incluindo equinos DUBEY, 1992; DUBEY e LINDSAY, 1996;
HAMIR et al., 1998, constituindo outros possiveis agentes causais de EPM (MARSH
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etal., 1996; entretanto, a EPM é mais frequientemente causada por S. neurona (DUBEY et
al., 1991; MACKAY, 1997).

Neospora hughesi pode culminar em EPM, assim como S. neurona. Contudo, a
espécie N. hughesirepresenta um desafio ao tratamento devido a representacao de cistos
teciduais que podem resultar em recidiva da infecgdo, mesmo apés o tratamento DUBEY
etal., 1999a,c; CHEADLE etal., 2000.

Desde o seu primeiro relato, a EPM ja foi identificada em muitas regides dos
Estados Unidos (DUBEY et al.,, 1991), no Brasil (BARROS et al., 1986), Panama
(GRANSTROM et al., 1992), Canada (MACKAY et al., 2000), e Argentina (DUBEY et
al.,1999c).

Os estudos sobre prevaléncia sorolégica de S. neurona em cavalos no Brasil
mostraram que 36% destes, clinicamente normais, tém sido expostos ao S. neurona. A
alta prevaléncia de anticorpos especificos para S. neurona indica grande contaminagéao
ambiental com este parasita no Brasil (DUBEY etal., 1999a).

Esses resultados s&o similares aos encontrados em outros estudos. Na
Argentina, a prevaléncia sorolégica é de 35,5% (DUBEY et al.,, 1999c). Nos Estados
Unidos, foram encontrados os seguintes resultados quanto a soroprevaléncia de
anticorpos especificos para S. neurona: 45,3% dos cavalos residentes em um condado do
sudeste da Pensilvania (BENTZ et al., 1997); mais de 53% de animais positivos em 81
condados de Ohio (SAVILLE et al., 1997); 60% de equideos no estado de Michigan
(ROSSANO et al., 2001); 33,6% no norte do Colorado (TILLOTSON et al., 1999); e 45%
em Oregon (BLYTHE etal., 1997).

A maioria dos cavalos infectados tem de um a cinco anos de idade (BOY et al.,
1990; FAYER et al., 1990), porém cavalos mais velhos também podem ser infectados.
Embora a doenca tenha sido confirmada em um animal de dois meses, é rara em potros
(FAYER etal., 1990).

O protozoario pode ser encontrado em qualquer parte do SNC, geralmente
associado a células inflamatorias e a destruicdo do tecido nervoso. Os merontes, em
varios estagios de maturagao, ou merozoitas livres, sdo comumente vistos no citoplasma
dos neurénios ou em fagécitos (SIMPSON e MAYHEW, 1980; BOWMAN etal., 1992).

Em 1991, o protozoario foi isolado da medula espinhal de um equino e mantido em
cultura de células da linhagem M617, quando foi denominado S. neurona (DUBEY et al.,
1991).

FENGER etal. (1994), utilizando PCR, compararam esse agente com nove outros
protozoarios e confirmaram pertencer ao género Sarcocystis, apresentando uma estreita
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Estreita relacédo com S. muris, S. gigantea e T. gondii, todos parasitas de felinos. Dessa
forma, sugeriram que o hospedeiro definitivo poderia ser um membro da familia Felidae.

Na tentativa de descobrir o hospedeiro definitivo, comparou-se o gene ssuRNA de
S. neurona com os esporocistos de gatos, cangambas, gambas, coiotes, falcdes e raposas,
encontrando uma similaridade de 99,89% com os esporocistos eliminados nas fezes dos
gambas e, com base nesses dados, o gamba do continente norte americano (D. virginiana)
foi considerado como hospedeiro definitivo de S. neurona (FENGER etal., 1995).

Didelphis virginiana é encontrado em toda a area de propagacgao da EPM nos EUA.
No Brasil, ndo se encontra essa espécie, mas D. marsupialis, D. albiventris e D. aurita sdo
encontrados, podendo funcionar como hospedeiros definitivos (SUNQUIST e
EISENBERG, 1993).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de desenvolvimento do projeto

O projeto foi desenvolvido no Setor de Parasitologia do Laboratério de Sanidade
Animal (LSA) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em colaboragdo com
o Laboratorio de Coccidios e Coccidioses (Projeto Sanidade Animal/EMBRAPA/UFRRJ),
Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

3.2. Origem dos animais
3.2.1. Gambas (Didelphis aurita)
Os gambas, em numero de cinco, foram capturados de acordo com a licenga n

96/02-RJ, processo IBAMA n 02022.008098/02-91, no Estado do Rio de Janeiro, sendo
trés em Seropédica e dois em Campos dos Goytacazes.
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3.2.2. Periquitos australianos (Melopsittacus undulatus)

Os periquitos australianos (M. undulatus) foram obtidos de criatérios localizados
no municipio do Rio de Janeiro.
3.3. Eutanasia

Os procedimentos de eutanasia foram realizados de acordo com a Resolugao n
714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) e em
conformidade com a Lei Estadual n® 3900/02.
3.3.1. Gambas

Os gambas foram eutanasiados pelo método utilizado por PORTER et
al. (2001), em concordancia com a legislagao brasileira. Apés sedagdao com 1ml de
cloridrato de quetamina (Ketalar, Parke Davis), a eutanasia foi feita através de injecéo
intracardiaca de pentobarbital sodico (Hypnol, Cristalia) na dose de 120mg/kg.
3.3.2. Periquitos australianos

Os animais inoculados que sobreviveram foram eutanasiados em camara de CO,
no 30° DAI, de acordo com alegislagéo brasileira.

3.4. Analises laboratoriais

As abreviagdes de medidas utilizadas nesta pesquisa estdo padronizadas pelo
Sistema Internacional de Unidades (INMETRO, 2003).



3.4.1. Obtencao dos esporocistos de Sarcocystis

A mucosa do intestino delgado foi raspada para obtengcdo dos
esporocistos retidos na lamina propria (DUBEY et al., 1999b; PORTER et al.,
2001).

3.4.2. Digestao

O raspado da mucosa do intestino delgado foi macerado em gral com
pistilo e digerido em hipoclorito de sodio aquoso a 10% por 10 minutos em
agitador magnético (MEDINGEN SITZ FREITAL, modelo 2374). ApoOs esse
processo, o material foi passado em tamis com gaze dupla, depositado em tubo
cbnico de 15 ml e centrifugado (Centrifuga CELM, Modelo LS-3 Plus) trés vezes
com solugao salina tamponada (PBS) para remogédo do cloro. Os esporocistos
obtidos foram suspensos em solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS),
acrescida de 10mg de estreptomicina, 10.000U de penicilina, 500U de micostatin e
0,05mg de anfotericina B por ml de solugédo. Os esporocistos foram estocados a

temperatura de refrigeragéo (DUBEY et al., 1999b).

3.4.3. Contagem dos esporocistos e padronizagao do inéculo

O numero de esporocistos (Tabela 1) foi estabelecido de acordo com a
metodologia descrita por OLIVEIRA et al. (2001), para contagem de oocistos de
Cystoisospora ohioensis.

Uma aliquota de 10ul de suspensao de esporocistos foi colocada entre
ldamina e laminula e observada em microscopio optico (JENAVAL, Zeiss) em
aumento de 400x. O numero foi obtido pela férmula H = n.100. v, onde n é o
numero de esporocistos contidos na aliquota de 10ul, 100 € a corregao para

1000ul e v o volume total da amostra em ml.
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3.5. Infecgao experimental em periquitos australianos
3.5.1. Quarentena e adaptacao
Os periquitos foram mantidos em isolamento por duas semanas antes da

inoculagao, recebendo agua e alimento ad libitum.

Tabela 1- Esporocistos do género Sarcocystis obtidos de raspado de mucosa
intestinal de gambas (Didelphis aurita).

Gamba i N° de esporocistos
Inéculo

N° Origem Por mil Total
D1 Seropédica 100l 260 26
D2 " 200yl 0,8 x 10° 0,16 x 10°
D3 " 200pl 9,18 x10° 18,36 x 10°
D4 Campos dos Goytacazes 500ul NO' NO
D5 " 500l NO NO

" N&o observado

3.5.2. Inoculagao

Foram utilizados 24 periquitos, divididos em trés grupos de cinco animais,
inoculados com amostras positivas para esporocistos do género Sarcocystis ao
exame microscopico, dois grupos de trés animais, inoculados com amostras
negativas ao exame microscépico, € um grupo de trés animais, inoculado com
solugao salina em mesmo volume, constituindo o controle (Tabela 2). O inéculo foi
depositado diretamente no papo dos animais com auxilio de uma sonda de

gavagem, e cada grupo foi mantido separado.



3.6. Acompanhamento clinico da infecgao experimental

A cada grupo de animais foi dada ragdo comercial prépria para a espécie e
agua ad libitum. Os periquitos foram observados diariamente a fim de serem

verificadas quaisquer alteragdes clinicas ou obito.

Tabela 2- Infeccdo experimental de periquitos australianos (Melopsittacus
undulatus) com esporocistos do género Sarcocystis oriundos de
raspado de mucosa intestinal de gambas (Didelphis aurita).

Grupos Periquito Gaiola Dose (ul)

01 A 100
02 " "

D1 03 " ¥
04 ' '
05 ' "

06 B 200
07 " "
D2 08 : :
09 " "
10 " "

11 C 200
12 " "

D3 13 " ¥
14 " "
15 ' "

16 D 500
D4 17 " n

1 8 n "

19 E 500
D5 20 " n

2 1 n "

31 " 500
Controle 32 " "

33 n "
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3.7. Anatomia patolégica

Os animais que vieram a oObito ou foram eutanasiados no 30° DAI, foram
necropsiados e eviscerados. As amostras de cérebro, lingua, coragéo, pulmdes,
figado, bago, musculatura peitoral e musculatura das pernas foram coletadas e
fixadas em formalina neutra tamponada a 10%.

3.7.1. Lesdoes macroscopicas

As lesdes macroscopicas foram descritas, com coleta de amostras para

posterior avaliagao histopatoldgica.
3.7.2. Histopatologia

Apos fixagdo em formalina neutra tamponada a 10%, os fragmentos dos
orgaos foram clivados, processados, incluidos em parafina e cortados em 5um. Os
cortes foram entao corados pelo método de HE.
3.7.3. Decalques de 6rgaos

Foram realizados decalques de pulmbdes e bago, quando alterado
macroscopicamente, sendo estes fixados em alcool metilico e corados por
Giemsa.
3.8. Procedimentos auxiliares

3.8.1. Morfometria

Os esporocistos e cistos musculares foram mensurados com auxilio de
ocular micrométrica GF-P16X em microscopio binocular JENAVAL (ZEISS-JENA-
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RDA) com ocular micrométrica 15X (PZO-Polbnia) e objetiva de 40x e 25x,

respectivamente.

3.8.2. Contagem dos cistos

Os cistos musculares foram contados separadamente por periquito
infectado e por 6rgao/tecido, em microscépio binocular JENAVAL com objetiva de
12,5x.

3.8.3. Fotografia

Foram fotografados em microscopio binocular NIKON, modelo ECLIPSE
E400, os esporocistos diagnosticados nos raspados de mucosa intestinal, bem
como os cistos musculares e os merontes pulmonares observados nos cortes
histolégicos.

Os fragmentos de érgdos dos animais do grupo-controle e as lesdes
histopatologicas dos periquitos infectados observadas nos cortes histoldgicos
foram fotografadas em microscopio binocular JENAVAL com auxilio de Camera
Digital Mavica SONY, modelo MVC-CD250.

3.8.4. Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o Teste de Tuckey
(GOMES, 1984).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Esporocistos do género Sarcocystis em Didelphis aurita

Dos cinco gambas examinados, somente observaram-se esporocistos
(Figura 2) de raspado de mucosa do intestino delgado de trés animais, oriundos
do municipio de Seropédica, regido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro.
Quanto as medidas dos esporocistos (Tabela 3), estas ndo sao suficientes para
determinar a qual espécie pertence, necessitando com isso de infeccao
experimental para determinacdo da relagdo presa-predador, na qual se possa
determinar o hospedeiro definitivo com aparecimento dos esporocistos nas fezes e
o hospedeiro intermediario, com as formas sistémicas, ou seja, merontes e cistos.
Para determinar o pleomorfismo observado entre os esporocistos das espécies de
Sarcocystis de gamba, podem-se tomar como base as afirmagdes de FAYER
(1980) e HEMENWAY et al. (2001) de que o tamanho do oocistos ou
esporocistos de um coccidia pode variar de acordo com o tamanho da dose
infectante e com as amostras de oocistos ou esporocistos obtidas ao longo do
periodo de paténcia. Da mesma maneira, o pleomorfismo pode estar relacionado
com as afinidades entre o parasita e os hospedeiros intermediarios ou definitivos
(FIGUEIREDO, 1989; BOMFIM e LOPES, 1995; PEREIRA et al., 2001).
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Figura 2- Sarcocystis lindsayi-simile obtidos de raspado de mucosa de intestino
delgado de Didelphis aurita. (A) Oocisto esporulado; (—) parede do

oocisto envolvendo os dois esporocistos. (B) Esporocisto; (—)
esporozoita. Solugao saturada de agucar.
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4.2. Infecgao experimental em periquitos australianos (Melopsittacus undulatus)

Dos 24 periquitos utilizados na infecgao experimental, somente cinco que
receberam sedimento de rapado de mucosa de intestino delgado do gamba D1 vieram a
desenvolver infecgao (Tabela 4). Quanto a utilizagdo de aves como animal experimental
para o isolamento e identificacdo de espécies do género Sarcocystis, cujo hospedeiro
definitivo seja uma espécie do género Didelphis, a primeira foi relatada por BOX e
DUSZYNSKI (1978), quando inocularam pardais e canarios com esporocistos obtidos de
gambas da espécie D. virginiana. Mais tarde, com a descri¢ao de S. falcatula, BOX et al.
(1984) incluiram o periquito australiano como um hospedeiro intermediario experimental
para a identificagcdo de espécies de Sarcocystis parasitas de passaros infectados com
esporocistos procedentes de gambas.

Tabela 4- Infecgao experimental de Melopsittacus undulatus com sedimento de raspado de
mucosa do intestino delgado de Didelphis aurita oriundos do Estado do Rio de Janeiro.

Gambas Procedéncia Inéculo (ul) Positivos/inoculados
D1 Seropédica 100 5/5
D2 " 200 0/5
D3 " 200 0/5
D4 Campos dos Goytacazes 500 0/3
D5 " 500 0/3

Em todos os periquitos positivos, foram encontradas formas proliferativas, merontes
(Figura 3), em endotélio vascular, e cistos, em células de tecido muscular estriado
esquelético (Figura 4) e cardiaco (Figura 5), caracterizando a capacidade de nao so6
desenvolver formas proliferativas, merontes, como também a formacao final de cistos na
musculatura, que o aproximam biologicamente das espécies S. falcatula de D. virginiana
nos EUA (CHEADLE et al., 2001) e S. lindsayi de D. albiventris no Brasil (DUBEY et al.,
2001b).



Figura 3- Merontes de Sarcocystis lindsayi-simile em endotélio vascular de
vénulas do pulmdo de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apdés a infecgao.
Meronte imaturo (A) e meronte com merozoitas (B). H.E.
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Figura 4- Cisto de Sarcocystis lindsayi-simile em célula de tecido muscular
estriado esquelético de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apds a infecgao
(corte transversal). H.E.

Figura 5- Cisto de Sarcocystis lindsayi-simile em célula de tecido muscular
estriado cardiaco de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apds a infecgao
(corte longitudinal). H.E.



4.3. Caracterizagao morfolégica das formas sistémicas encontradas em
periquitos australianos

4.3.1. Merontes

Em todos os animais positivos, foram encontrados merontes (Figura 3) no
endotélio vascular de vénulas, localizadas no parénquima pulmonar, onde estes
se caracterizaram por aparéncia esferéide com presenca em seu interior de varios
merozoitas. Estruturas semelhantes as encontradas para S. falcatula (SMITH et
al., 1987a,b) e S. lindsayi (DUBEY et al., 2001b) em periquitos australianos.

4.3.2. Cistos

Dos sarcocistos observados nos cinco periquitos, varios deles foram
encontrados na musculatura peitoral, patas, lingua e coragao (Tabela 5). A parede
desses cistos, apesar de espessa, variou de acordo com o corte histologico
observado (1,12 + 0,23 um). Observagdes semelhantes a essa foram feitas por
NEILL et al. (1989) para S. falcatula e por DUBEY et al. (2001b) para S. lindsayi.
Além disso, inumeros cistos foram observados neste trabalho (Figura 6), contendo
ainda formas em divisdo, metrécitos, sugerindo para estes um longo periodo para
a formagao de merozoitas, conforme afirmacdes de NEILL et al. (1989), SMITH et
al. (1989) e DUBEY et al. (2001b).

NEILL et al (1989) verificaram que os cistos de S. falcatula no coragéo e
na musculatura peitoral degeneram enquanto cistos na musculatura da perna e da
lingua amadurecem, sem diferenga ultra-estrutural na morfologia do midcito
hospedeiro entre cistos em degeneragao e maduros. Como o musculo peitoral das
aves tem fungdes especializadas e, provavelmente, um papel bioquimico distinto,
presumiram que a musculatura peitoral e cardiaca deve ser deficiente em um ou

mais fatores necessarios para a maturagao do cisto.
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Tabela 5- Contagem de cistos de Sarcocystis lindsayi-simile em cortes histolégicos
de drgaos e tecidos de Melopsittacus undulatus inoculados com 26
esporocistos.

Musculatura

Periquito Coracao Lingua Peito Perna
PO1 16 91 94 810
P02 17 96 74 163
P03 5 70 18 177
P04 87 724 398 833
P05 36 23 112 495

Total 161 1004 696 2478

Quanto ao numero de cistos na musculatura, existem varias afirmagdes
que relacionam a quantidade destes ao numero de esporocistos dados ao
hospedeiro intermediario. ~ Sobre este aspecto, HEMENWAY et al. (2001)
associaram o aumento da dose de esporocistos ao aumento linear dos cistos de
S. falcatula na musculatura de passaros da espécie Molothrus ater. A0 mesmo
tempo, DUBEY et al. (2001b) observaram poucos cistos de S. lindsayi na
musculatura de periquitos australianos, cuja posi¢ao vai de encontro ao que foi
observado neste trabalho, segundo o qual, o melhor hospedeiro intermediario é
aquele que, ao receber um pequeno numero de esporocistos, tem capacidade de
produzir um grande numero de cistos no hospedeiro intermediario (Tabelas 1 e 5).

Em relacdo a quantidade de sarcocistos nos periquitos positivos, esses
foram observados, em ordem crescente, no coragao, peito, lingua e perna (Tabela
5), inclusive sendo estatisticamente diferente o nimero observado na perna em
comparagao ao coragao (Tabela 6). A presencga de cistos na musculatura da perna
e da lingua diferiu quantitativamente em relagdo a musculatura do peito e coragao,
sendo bem maior na perna e lingua (SMITH et al., 1989; DUBEY, 2000). Tal fato
vem corroborar as observagdes de ataques de gambas a aves domésticas em
relatos populares, quando ocorre uma predilecdo do animal pela ingestdo das
pernas e da cabeca, aumentando a probabilidade de infeccdo do hospedeiro
definitivo e, conseqlentemente, da perpetuagao do parasita.

33



- 7‘ 7 F“'\.‘:\"\: ‘ ;!1':“!.‘(\',’ ".;\-:;.-,
- ) & "l: ; :- &

\

\

Figura 6- Cistos de Sarcocystis lindsayi-simile em células de tecido muscular
estriado esquelético de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apds a infecgao.
Lingua (A) e perna (B). H.E.
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Tabela 6- Contagem de cistos em cortes histoldégicos de 6rgaos e tecidos de
periquitos inoculados com 26 esporocistos de Sarcocystis lindsayi-

simile.
. i Musculatura
Dados Coracao Lingua
Peito Perna
Média 32,202 208,00%° 139,20% 495,60°
Desvio Padrao 32,60 293,90 148,91 325,89

Médias com letras iguais nao diferem (p > 0,05) pelo Teste de Tuckey.

As médias das medidas da largura, comprimento e indice morfométrico
(IM) dos cistos podem ser observadas na Tabela 7, onde se pode verificar a
diferenca (p < 0,05) entre as medidas de largura e comprimento entre os diversos
orgaos e tecidos. A nao-diferenga estatistica de IM entre os diversos 6rgaos e
tecidos sugere uma variagao no tamanho, sem alterar a forma do cisto, tanto em
cortes histolégicos longitudinais quanto em cortes transversais. Desta forma,
podemos inferir que os cistos verificados sdo de uma mesma espécie do género
Sarcocystis.

Outros autores verificaram também variagcdo a nos diametros dos cistos,
observando-se cistos de até 600 um de comprimento por 50 um de largura
(DUBEY et al., 2001b), o que coincide com os resultados em cortes longitudinais

verificados nesta pesquisa (Tabela 7).

4.4. Alteragoes associadas as formas endégenas do parasita em periquitos

australianos

Os sinais clinicos observados em periquitos restringiram-se aos cinco
animais inoculados com sedimento de intestino delgado do gamba D1,
caracterizando-se por anorexia, letargia, penas arrepiadas e dispnéia, este ultimo

acentuado no animal P03. Outro autores também verificaram os mesmo sinais
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clinicos em periquitos australianos inoculados com esporocistos de S. falcatula
(DUBEY et al., 1999b; SPEER e DUBEY, 1999).

Dos periquitos do grupo inoculado com 26 esporocistos de S. lindsayi-simile,
apenas dois vieram a ébito no 25° e 29° DAI. Em experimentos realizados por
BOX e SMITH (1982), DUBEY et al. (1999b, 2000), os periquitos australianos
inoculados com esporocistos de S. falcatula tiveram infeccdo aguda e vieram a
obito, sem sinais clinicos, entre o 8° e o 14° DAI, sem observagéo de sarcocistos.
SMITH et al. (1987a,b, 1989) relataram que ha alguma relagao entre a intensidade
da infeccao, ou seja, a dose de esporocistos e a severidade da doenga: uma maior
dose de esporocistos acarreta uma infecgao aguda.

Quanto aos outros periquitos-controle e periquitos inoculados com
sedimento de raspado de mucosa intestinal dos gambas D2, D3, D4 e D5, nao foi

observada nenhuma alterac&o clinica.

Tabela 7- Medidas dos sarcocistos de Sarcocystis lindsayi-simile observados em
tecidos e 6rgaos de periquitos (Melopsittacus undulatus) inoculados
com 26 esporocistos.

. . i Musculatura
Cistos Coragao Lingua

Peito Perna

Corte Transversal
Largura 17,73+543° 4143+479° 2376+620°% 37,22+548°
Comprimento 12,35+2,98° 27,44+4,49° 1710+324° 26,22+4,56°
indice Morfométrico' 1,40+0,29% 1,57 +0,25 2 1,39 +0,25° 1,44 +£0,23°

Corte Longitudinal
Largura 65,25 +23,25% 92,90 +29,32 % 101,63 +53,12% 118,06 +39,17°
Comprimento 13,98 +5,72% 24,77+7,47> 16,80+3,63°° 29,38+ 11,58°
indice Morfométrico 5,12+1,81% 3,97 +1,65° 6,09 + 2,66 ° 4,39 +1,64°

"Relagéo do comprimento sobre a largura.
Médias com letras iguais nao diferem (p > 0,05) pelo Teste de Tuckey.
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Em relagcdo as alteracbes macroscépicas (Tabela 8) dos 6rgaos e tecidos
removidos para identificagdo das formas enddgenas, os pulmdes e a musculatura estriada
esquelética e cardiaca foram os mais importantes na identificacdo deste parasito.

Os merontes desse parasito foram encontrados nas células endoteliais das vénulas
pulmonares, associados, algumas vezes, a hipertrofia da intima (Figura 7), ao edema e a
infiltracdo perivascular por linfocitos (Figura 8) que, em alguns animais, chegou a
comprometer a parede do vaso sanguineo, caracterizando uma vasculite. Congestao foi
observada no pulmao, com maior frequiéncia associada as vénulas. Ao lado disso, foram
observadas pequenas areas de enfisema, sendo que, em um dos animais, a presencga de
atelectasia envolveu o érgéo na sua plenitude (Figura 9).

Hiperplasia do bago (Figura 10) e congestao hepatica foram também observadas,
sem, contudo, encontrarem-se formas proliferativas do parasito nestes 6rgaos.

Quanto ao cérebro, observou-se congestao e hemorragia perivascular (Figura 11).

Por outro lado, inumeros cistos imaturos, caracterizados pela presenca de grande
numero de metrécitos, estavam presentes na musculatura, porém sem reacgao inflamatéria
aparente (Figura 12).

Nenhuma lesao significativa foi observada em outros periquitos que receberam
sedimento de raspado de mucosa do intestino dos gambas D2, D3, D4 e D5, ou mesmo,
naqueles utilizados como controle.

Lesbes semelhantes as citadas acima foram também assinaladas anteriormente
por SMITH et al. (1987a,b, 1989) e NEILL et al. (1989) em periquitos australianos, quando
infectados com S. falcatula, elegendo os pulmdes como 6érgdo importante para a
proliferacdo de merontes no endotélio das vénulas.

Finalmente, apesar da similaridade entre os achados experimentais encontrados
nesta pesquisa e os observados para S. falcatula de D. virginiana nos EUA (CHEADLE et
al.,2001) e S. lindsayi de D. albiventris no Brasil (DUBEY et al., 2001b), pode-se inferir que,
por haver superposi¢ao de habitat entre D. aurita e D. albiventris (Figura 1), o parasita em
pauta deve ser semelhante ao S. lindsayi com base na prova biolégica utilizada, sendo este
o primeiro relato de S. lindsayi-simile em D. aurita no Brasil.



Tabela 8- Alteragbes macroscopicas em o6rgaos de periquitos (Melopsittacus
undulatus) infectados com 26 esporocistos de Sarcocystis lindsayi-simile.

Periquitos

Observagées Eutanasiados® Obito
P01 P03 P04° P02° PO5°

Aspectos Gerais

Caquexia  + + ++ + +
Mucosas palidas  + + + + +
Ictericia + + ++ - -
Figado
Hepatomegalia  + + - ++ +
Em noz-moscada - - ++ - -
Areas amareladas  + - - - +
Coloragao esverdeada - - ++ - -
Consisténcia friavel - - - + -
Baco
Esplenomegalia + + ++++ - -
Palidez + + - - -
Estrias esbranquigadas - - + - -
Pulmoées
Hepatizagdo  + + - - -
Areas amareladas  + - - - -
Volume aumentado  + + + + +
Cérebro
Hiperemia de vasos + + + - -

#30° dia ap6s a inoculagdo (DAI)
® Animal moribundo

©29° DAI

425° DAI



Figura 7- Corte histolégico de pulmao de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apdés a infecgao.
(—) Meronte em vénula. (*) Hipertrofia da intima. H.E.

Figura 8- Edema e infiltrado perivascular de linfécitos em pulmao de Melopsittacus
undulatus inoculado experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias
apos a infecgao. H.E., 400x.
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Figura 9- Atelectasia em pulmdo de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apds a infecgao.
H.E., 400x.

Figura 10- Hiperplasia linféide de bago de Melopsittacus undulatus inoculado
experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias apds a infecgao. H.E., 400x.



Figura 11- Congestdo e hemorragia perivascular em cérebro de Melopsittacus
undulatus inoculado experimentalmente com 26 esporocistos, 30 dias
ap6s a infecgao. H.E., 400x.

Figura 12- Cistos imaturos em células da musculatura estriada esquelética da
lingua de Melopsittacus undulatus inoculado experimentalmente com
26 esporocistos, 30 dias apds a infecgao. H.E.
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5. CONCLUSAO

Apos analise dos resultados, podemos chegar as seguintes conclusdes:
1. O parasita observado nesta pesquisa € semelhante ao Sarcocystis lindsayi,

2. Os esporocistos obtidos do raspado de mucosa intestinal do gamba D1 da espécie
Didelphis aurita foram patogénicos para periquitos australianos;

3. Os 6rgéaos de elei¢cdo para as formas proliferativas foram os pulmdes, enquanto para
os cistos, a musculatura estriada esquelética; e

4. As lesbes observadas foram mais acentuadas nos pulmdes, onde foram observadas
as formas proliferativas.
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