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RESUMO

SCOFIELD, Alessandra. Caracterizagdes morfologica, morfométrica e
ultraestrutural de formas intraeritrociticas de Cytauxzoon felis simile.
Seropédica: UFRRJ, 2002. 76p. (Dissertacdo, Mestrado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Veterinéria).

Aspectos morfologico, morfométrico e ultraestrutural foram descritos para trofozoitos
intraeritrociticos de dois isolados brasileiros de Cytauxzoon felis simile, um obtido a
partir de onga- pintada (Panthera onca) e outro a partir de gato-do-mato pequeno (Felis
tigrina = Leopardus tigrinus). Foram mensurados o diametro maior (DM), o diametro
menor (dm) e o indice morfométrico (IM = dm/DM) de cada tipo de forma parasitaria.
Foram analisados o total de 1.605 trofozoitos. Os tipos morfolégicos puntiforme (1,80 £
0,24 x 1,60 = 0,19 um), piriforme (2,32 £ 0,60 x 1,73 £ 0,32 um), anel de rubi (2,21 +
0,34 x 1,86 + 0,29 um), ovoide (2,18 £+ 0,36 x 1,94 £0,35 um), alongada (2,45 + 0,34 x
1,76 + 0,29 um) e tétrade (1,80 + 0,10 x 1,56 = 0,09 um) foram observados. Houve o
predominio dos tipos morfoldgicos ovéide, alongado e anel-de-rubi, com pleomorfismo
em ambos os isolados. Através de andlise ultraestrutural de trofozoitos eritrociticos dos
gatos domeésticos experimentalmente infectados com o isolado de onga-pintada, péde-se
observar presenca de membrana citoplasmatica dupla, delgada, ndcleo excéntrico
circundado por uma membrana dupla, mitocéndrias atipicas, ndo-pregueadas, com dupla
membrana e localizada no poélo oposto ao nucleo e vacuolos digestivos também
limitados por dupla membrana. Microtibulos extranucleares, ribossomos, reticulo
endoplasmatico e lisossomos apresentaram-se dispersos pelo citoplasma do trofozoito.
Foram visualizados citéstoma com dupla membrana e pregas citoplasmaticas
interligando formas parasitarias durante o processo de divisdo binaria. Nédo foi
verificado vacutolo parasitoforo nos eritrocitos parasitados por trofozoitos de C. felis
simile. Conclui-se que C. felis simile é pleomorfico; os tipos morfolégicos ovoide,
alongado e anel-de-rubi sdo importantes para o diagnéstico hemoscopico da
citauxzoonose felina no Brasil. A morfologia, a morfometria e 0s aspectos
ultraestruturais de C. felis simile s&o similares aos observados em C. felis nos Estados
Unidos da América e o agente estudado é uma espécie proxima de C. felis.

Palavras chave: Cytauxzoon felis simile, morfologia, morfometria, ultraestrutura,
trofozoitos.
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ABSTRACT

SCOFIELD, Alessandra. Morphologic, morphometric and ultrastructural
characterizations of intraerythrocytic forms of Cytauxzoon felis simile.
Seropédica: UFRRJ, 2002. 76p. (Dissertation, Magister Science in Veterinary
Science, Veterinary Parasitology).

The morphological, morphometric and ultrastructural characteristics of the
intraerythrocytic trophozoites of two Brazilian isolates of Cytauxzoon felis simile from
jaguar (Panthera onca) and small wild cat (Felis tigrina = Leopardus tigrinum) were
described. The morphological parameters from the length, the diameter and the
morphometric index (Ml = diameter/length) for each type of parasitic form were
measured. A total of 1,605 trophozoites were analysed. Point-shaped (1.80 + 0.24 x 1.60
+ 0.19 pm), pear-shaped (2.32 £ 0.60 x 1.73 + 0.32 um), ring-shaped (2.21 = 0.34 x
1.86 £ 0.29 um), ovoid (2.18 + 0.36 x 1.94 + 0.35 um), elongated (2.45 £ 0.34 x 1.76
0.29 pum) and tetrad forms (1.80 £ 0.10 x 1.56 £ 0.09 um) were observed. The ovoid,
elongated and ring-shaped morphological types were predominant and both isolates
were characterized as pleomorphic. The ultrastructural analysis on C. felis simile
intraerythrocytic trophozoites from domestic cats, experimentally infected with the
isolate from the jaguar showed double cytoplamatic membrane, excentric single nucleus
surrounded by a double membrane, nonplicated mitochondria with a double membrane
and usually situated opposite to the nucleus, and double-walled food vacuoles. Extra
nuclear microtubules, ribosomes, endoplasmic reticulum and lisosomes were present
dispersed in the cytoplasm. C. felis simile trophozoites have cytostome with double
membrane and cytoplasmatic bridges between parasitic forms in division process. No
parasitophorous vacuole was found sorrounding C. felis simile trophozoites in
parasitized erythrocytes. According to the results of this study, it was possible to
conclude that C. felis simile is pleomorphic; ovoid, elongated and ring-shaped
morphological forms are importants for diagnosis of the feline cytauxzoonosis in Brazil;
the morphological, morphometric and ultrastructural characteristics on C. felis simile are
close to American C. felis and the protozoan studied is a closely related species to C.
felis.

Key words: Cytauxzoon felis simile, morphology, morphometry, ultrastructure,
trophozoites.
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1. INTRODUCAO

Cytauxzoon spp Neitz & Thomas, 1948 (Apicomplexa: Theileriidae) sdo
hemoparasitos, transmitidos por carrapatos, que causam enfermidades principalmente
em ruminantes e felinos. Esses sdo bioldgica e morfologicamente caracterizados por
realizarem esquizogonia em histiécitos, nos quais um Uunico grande esquizonte é
formado, e por apresentarem formas intraeritrociticas diminutas com cromatina nuclear
compacta e citoplasma hialino, tipicas dos theilerideos (NEITZ, 1956; SIMPSON et al.,
1985a; KOCAN et al., 1992; SOARES, 2002). Apesar dessas caracteristicas, pouco se
conhece sobre detalhes morfoldgicos e ultraestuturais dos protozoarios deste género.

A citauxzoonose foi primeiramente descrita em ruminantes domésticos e
silvestres no continente africano (NEITZ, 1956; 1957). Posteriormente uma doenca fatal
foi reportada em felideos domeéstico na América do Norte (WAGNER, 1976; KIER et
al., 1982a;b; 1987). Sdo conhecidas quatro espécies dentro deste género: Cytauxzoon
silvicaprae, Cytauxzoon strepsicerosi e Cytauxzoon taurotragi, 0s quais infectam
ungulados na Africa (NEITZ, 1956; BROCKLESBY, 1962; MEHLHORN et al., 1994);
e Cytauxzoon felis, que parasita, principalmente, felideos nos Estados Unidos da
América (EUA) (WAGNER et al., 1976; 1980; GARNER et al., 1996; MEIER &
MOORE, 2000). Entretanto, esta Gltima espécie tem sido reportada infectando ovinos
nos EUA (KIER et al., 1982a) e tigre de bengala na Alemanha (JAKOB &
WESEMEIER, 1996).

Na Ameérica Latina, os primeiros registros de citauxzoonose felina, causada por
Cytauxzoon felis simile, foram realizados no Brasil em ledes (PEIXOTO et al., 1999),
em onca pintada (SOARES et al., 1999a), em gato-do-mato pequeno (SOARES et al.,
1999b) e experimentalmente em gatos domésticos (SCOFIELD et al., 1999; SOARES,
2002); todos no Estado do Rio de Janeiro.

A citauxzoonose felina cursa em gatos domésticos, linces da Fldrida e em tigre
branco, nos EUA, e em tigre de bengala na Alemanha, de forma severa e fatal
(WAGNER et al., 1976; FERRIS, 1979; KIER et al., 1982a; GARNER et al., 1996;
JAKOB & WESEMEIER, 1996). Em linces americanos, pumas do Texas, puma da
Flérida, guepardo e ovinos a doenca é assintomatica e de curso longo (ZINKL et al.,
1981; BUTT et al., 1991; WEHINGER et al., 1995; ROTSTEIN et al., 1999). Esta

enfermidade é verificada, ainda, determinando doenca fatal em macaco rhesus no



Panama, cujo agente etioldgico envolvido é semelhante a C. felis (GARDINER, 1998).
No Brasil, a enfermidade causada por C. felis simile cursa de forma severa em ledes
(PEIXOTO et al., 1999) e com quadro brando em onca pintada, gato-do-mato pequeno e
gato doméstico, sendo que nesta ultima espécie a infeccéo é cronica (SCOFIELD et al.,
1999; SOARES et al., 2002).

O unico transmissor de C. felis conhecido, experimentalmente, é o carrapato
Dermacentor variabilis (BLOUIN et al., 1984; 1987; KOCAN et al., 1992). Contudo,
para as especies de Cytauxzoon que ocorrem no continente africano diversas espécies de
ixodideos tem sido incriminados como transmissores (NEITZ, 1956; BROCKLESBY,
1962; YOUNG et al., 1980; JARDINE, 1992; MEHLHORN et al., 1994).

A citauxzoonose vem ganhando importancia devido a sua dispersao,
patogenicidade para felino de companhia, por infectar bovinos e ovinos, e pelo fato de
seu agente ser sido reportado em em primatas (ALLSOPP et al., 1994; COX, 1994;
BRONSDON et al., 1999; KIEMTRUP et al., 2000a,b; SOARES, 2002). No entanto,
pouco conhecimento se tem a respeito de Cytauxzoon spp fora da América do Norte.
Ademais, muitas ddvidas ainda persistem quanto a sua biologia, transmissdo e 0s
aspectos morfol6gicos e ultraestruturais.

O presente estudo teve como objetivos descrever os aspectos morfoldgico,
morfométrico e ultraestrutural de formas eritrociticas de C. felis simile, agente

originalmente descrito no Brasil, em gato doméstico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve histdrico e aspectos gerais sobre a citauxzoonose

A citauxzoonose € uma hemoparasitose determinada por protozoarios do género
Cytauxzoon Neitz & Thomas, 1948, que acomete ruminantes domésticos, ruminantes
silvestres e felideos (NEITZ, 1956; 1957; BROCKLESBY, 1962; KIER et al., 1987;
SOARES, 2002). Descrita pela primeira vez na Africa do Sul, causando uma doenca
aguda em duiquer (Sylvicapra grimmia) (NEITZ & THOMAS, 1948); logo em seguida
foi reportada, em kudus (Strepsiceros strepsiceros) (NEITZ & de LANGE, 1956), e em
elande (Taurotragus oryx) (MARTIN & BROCKLESBY, 1960). Nos Estados Unidos
da América (EUA), em 1976, uma citauxzoonose fatal foi descrita em gato doméstico
(WAGNER, 1976).

Os géneros Cytauxzoon e Theileria possuem algumas semelhanca. Entretanto,
Cytauxzoon spp apresentam caracteristicas bioldgicas e morfoldgicas que podem ser
consideradas sui generis, principalmente quanto a esquizogonia tecidual, que pode
ocorrer em diversos tipos de células mononucleares (NEITZ, 1957; KIER et al., 1987),
enquanto que Theileria spp realizam esquizogonia exclusivamente em linfécitos. A
despeito do conhecimento bioldgico destes Theileriidae, alguns taxonomistas
consideram os dois géneros sindnimos e 0s agrupam em um Unico género, Theileria
(LEVINE, 1971; GROOTENHUIS et al., 1979). Outros preferem manté-los separados
(NEITZ, 1957; BARNETT, 1977; ALLSOPP et al., 1994; UILENBERG, 1995).

Na maioria dos hospedeiros susceptiveis a Cytauxzoon sp., a enfermidade cursa
com o quadro severo, geralmente agudo, de hipertermia, anorexia, perda de peso,
anemia, ictericia, dispnéia, letargia, fraqueza, evoluindo para coma e morte (NEITZ,
1957; BROCKLESBY, 1960; GLENN & STAIR, 1984; KIER et al., 1987; GARNER
etal., 1996; MEINKOTH et al., 2000).

Uma ampla variedade de mamiferos, principalmente entre ruminantes e
carnivoros, tém sido descritos como hospedeiros de Cytauxzoon sp. no continente
africano e nos EUA (McCULLY et al., 1970; YOUNG et al., 1980; GLENN et al.,
1982; KIER et al., 1982a; GARNER et al., 1996; JAKOB & WESEMEIER, 1996).
Recentemente, foi verificada citauxzoonose em primatas ndo humanos no Panama
(GARDINER, 1998).



No Brasil foi diagnosticada citauxzoonose primeiramente em ledes (PEIXOTO
et al., 1999), logo em seguida em onca pintada (SOARES et al., 1999a) e gato-do-mato
pequeno (SOARES et al., 1999b). Posteriormente, estudos experimentais avaliando
aspectos clinicos, patoldgicos e parasitologicos foram realizados em gatos domesticos
(SCOFIELD et al., 1999; SOARES, 2002).

2.2. Género Cytauxzoon

O género Cytauxzoon Neitz & Thomas, 1948 foi assim nominado para referir-se
a dezenas ou centenas de diminutos (0,5 a 0,75 um) corpos circulares regularmente
distribuidos e realizando esquizogonia no citoplasma de histidcitos. Este parasita se
multiplica por fissdo binaria simples em eritrdcitos e por esquizogonia em histidcitos
(NEITZ & THOMAS, 1948; NEITZ, 1956; 1957). Neste género, a espécie-tipo €
Cytauxzoon silvicaprae Neitz & Thomas, 1948.

Até o momento, sdo reconhecidas quatro espécies pertencentes ao género
Cytauxzoon: Cytauxzoon silvicaprae Neitz & Thomas, 1948; Cytauxzoon strepsicerosi
Neitz & de Lange, 1956; Cytauxzoon taurotragi Martin & Brocklesby, 1960;
Cytauxzoon felis Kier, 1979; porém existem suspeitas de que existam novas espécies
(LOPEZ-REBOLLAR et al., 1999; SOARES, 2002).

2.2.1. Citauxzoonose felina

Uma doenca fatal foi descrita em quatro gatos domésticos (Felis catus) no
Sudeste do Estado de Missouri, EUA, entre setembro de 1973 e junho de 1975. Esses
animais apresentavam quadro grave que, a principio, foram diagnosticados como
anemia infecciosa felina (= hemobartonelose) com base no quadro clinico. No terceiro
caso, contudo detectaram-se formas intraeritrociticas com aspecto de anel de rubi ao
esfregaco sanguineo, sendo estabelecido entdo o diagnostico ante-mortem de
citauxzoonose (WAGNER, 1976).

Pelo acompanhamento clinico dos quatro gatos, verificou-se uma doenca aguda
e fatal caracterizada por hipertermia, anorexia, fraqueza, letargia, palidez de mucosas,

desidratacdo, anemia, ictericia e morte. Observaram-se trofozoitas intraeritrociticos com



média de parasitemia oscilando entre 1 e 4 % e formas predominantemente em anel de
rubi, alongadas ou puntiformes, medindo 1 a 1,2 um (WAGNER, 1976).

A necropsia havia ictericia generalizada, petéquias e equimoses na superficie do
coracdo e dos pulmdes e distensdo do saco pericardico com liquido seroso amarelo-
claro. Ao exame microscopico, encontraram-se, em diversos 6rgdos (pulmdes, figado,
baco, coracdo, rins e vesicula biliar), formas esquizogbnicas em diferentes fases de
desenvolvimento, parasitando histiocitos e células reticulo-endoteliais. Observou-se
oclusdo parcial ou total de vasos sangiiineos pelos esquizontes e marcada
eritrofagocitose tecidual. Esquizontes pleomorficos continham centenas de pequenos
corpos medindo de 0,1 a 0,2 um (= merozoitas); outros esquizontes evidenciavam
dezenas de corpos maiores (citbmeros) com muitos dos pequenos corpos (WAGNER,
1976).

Com base nestas observacoes, a enfermidade foi primariamente descrita como
uma citauxzoonose simile fatal em gatos (WAGNER, 1976). Mais tarde verificou-se
que a doenca era endémica no Sudeste de Missouri, pois muitos casos de infeccdo
natural surgiram com o0s mesmos aspectos clinico-patoldgicos (WAGNER, 1976;
WAGNER et al., 1976). A enfermidade foi reproduzida em outros gatos domésticos
pela inoculacdo de sangue e fragmento de baco, por passagens consecutivas; todos 0s
animais inoculados apresentaram doenca aguda e morreram entre 7 e 12 dias ap0s
inoculacdo (WAGNER et al., 1976). Os estudos iniciais evidenciaram que o gato
domeéstico € o hospedeiro definitivo terminal para esta citauxzoonose (WAGNER, 1976;
WAGNER et al., 1976).

Inicialmente pensou-se que esta nova doenca de gatos americanos estava restrita
ao Sudoeste de Missouri. A enfermidade porém, foi posteriormente registrada nos
Estados do Texas, Arkansas e Gedrgia. Em todos os casos, 0s animais estavam
parasitados por carrapatos ou co-habitavam locais com bovinos, eqiinos, caprinos,
ovinos ou com cées parasitados por carrapatos (WAGNER, 1976; WAGNER et al.,
1976; WIGHTMAN et al., 1977; FERRIS, 1979).

Estes fatos levantaram o interesse na investigagdo da doenca em outros
mamiferos, especialmente animais de producdo, bem como no seu potencial zoonético,
principalmente pelos seguintes motivos: i) a citauxzoonose sé havia sido descrita em
ungulados na Africa (NEITZ, 1956); ii) felinos ocorrem em todos os continentes e iii)

animais silvestres sdo transportados de um continente para outro continuamente e, séo



encontrados em todos os paises (WAGNER, 1976; WAGNER et al.,, 1976;
WIGHTMAN et al., 1977; FERRIS, 1979).

Adicionalmente, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos concentrou
esforcos para melhor compreender esta enfermidade, descobrir sua relacdo com as
citauxzoonoses africanas e verificar o potencial de infecgdo para animais de produgéo
americanos. Mais de 500 gatos foram estudados sob condicGes experimentais e outros
sob condicBes naturais e mais de 100 passagens seriadas do agente foram feitas para
compreender as doencas natural e experimental, o diagndstico diferencial, o prognostico
e a epizootiologia (FERRIS, 1979).

Ainda assim, muitas dividas permaneciam, como por exemplo: existe esta
doenca em gatos em outros continentes ou ilhas? A doenca tem potencial para se
dispersar? E cosmopolita ou regional? Quais os hospedeiros e reservatorios? O que é
realmente o agente etioldgico (espécie)? (WAGNER et al; 1976; FERRIS, 1979).

2.3. Cytauxzoon felis

O agente etiolégico da doenca fatal para gato doméstico, semelhante a
citauxzoonose dos ungulados africanos foi inicialmente diagnosticado, nos EUA,
baseado nos caracteres morfologicos e biologicos, especialmente das formas
esquizogonicas, sendo tentativamente classificado como pertencente ao género
Cytauxzoon Neitz & Thomas, 1948, familia Theileriidae (WAGNER, 1976; WAGNER
etal., 1976).

Posteriormente, com base em estudos de ultraestrutura, histolégicos, tipos de
célula infectada e modo de multiplicacdo, o protozoario foi nominado Cytauxzoon felis.
Esta nominacdo, no entanto, ndo responde aos requisitos do Cadigo Internacional de
Nomenclatura Zooldgica (CINZ) (UILENBERG, 1995), pois foi dada no trabalho de
tese de Ann B. Kier, o qual ndo é um documento aceito pelo CINZ. Logo em seguida,
contudo, foram publicados os estudos clinico-patoldgico e da transmissdo experimental
do agente para gatos domeésticos e para 30 espécies de mamiferos domesticos e
silvestres; citando e considerando a espécie em questdao como C. felis Kier, 1979 (KIER
et al., 1982a,b). Pelo fato da literatura internacional reconhecer até o presente momento
os estudos e a nominagdo dada por Ann B. Kier, trataremos a espécie como C. felis
Kier, 1979.



2.3.1. Filogenia e evolugdo

O filo Sporozoa compreende um pequeno, coerente e aparentemente
monofilético grupo de protozoarios, contendo cerca de 4.000 a 5.000 espécies estimadas
(LEVINE, 1988; COX, 1994; ALLSOPP et al., 1994; XIAO et al., 1999; KJEMTRUP
et al., 2000b), que possuem o ciclo bioldgico complicado e uma estrutura denominada
complexo apical caracteristica e especializada para o grupo (COX, 1994). N&o esta bem
certa a origem dos Sporozoa, se foi dos amoebae, zooflagelados, fungos ou
fitoflagelados (WOLTERS, 1991; COX, 1994). Entretanto, existe um consenso de que
0s mesmos tém uma estreita relagdo evolutiva com os dinoflagelados, que s&o
relacionados aos ciliados, apesar de existirem lacunas entre os dinoflagelados e ciliados
e 0 complexo ciclo bioldégico dos Sporozoa (WOTERS, 1991).

Acredita-se que apenas 1% dos esporozodrios existentes sdo conhecidos
(WOLTERS, 1991; COX, 1994), e provavelmente muitas espécies desapareceram com
a extincdo natural de seus hospedeiros ou decorrente da atividade humana (SPRENT,
1992; COX, 1994)

A anélise de fragmentos de DNA e/ou RNA tem sido utilizada para determinar a
distancia evolutiva, verificando, por meio de seqliéncias de nucleotideos, a tendéncia de
determinadas espécies divergirem ao longo do tempo. Os resultados dessas analises sdo
mais regulares que a avaliacdo de caracteres morfologicos (ALLSOPP et al., 1994;
COX, 1994; KIEMTERUP et al., 2000a,b). Torna-se mais seguro, todavia, associar as
analises moleculares as morfoldgicas e bioldgicas. Assim, a analise por parcimdnia é o
mais eficiente método para estudos de filogenia e evolugdo, especialmente quando
inclui dados morfoldgicos, moleculares e ciclo bioldgico (WOESE, 1981; STEWART,
1993; COX, 1994).

Os Piroplasmida foram colocados como grupo proximo aos Amoebae, porém, 0s
primeiros realizam reprodugdo sexuada (COX, 1994). Alguns autores colocaram-nos
sistematicamente proximos aos Coccidia, enquanto outros relacionaram-nos aos
Haemosporida (LEVINE, 1988; MEHLHORN, 1988). Como se Vé, a classificacdo dos
Piroplasmida ndo estd bem clara e ndo satisfaz ao que se conhece a respeito deste grupo
(COX, 1994).

A ordem Piroplasmida possui duas familias de importancia, Babesiidae e
Theileriidae. A primeira familia, com o género Babesia, contém cerca de 90 espécies

(LEVINE, 1988), a segunda, com o0 género Theileria, contém cerca de 40 espécies



(LEVINE, 1988); o género Cytauxzoon, at¢ o momento, apresenta apenas quatro
espécies reconhecidas (SOARES, 2002).

A expansdo evolucionaria dos piroplasmideos também tem relacdo a
movimentacdo de seus hospedeiros, a exemplo do que ocorreu com Babesia bovis e
Babesia bigemina para bovinos (KUTTLER, 1988). Ou principalmente, com a
dispersdo dos vetores, como exemplo Boophilus sp. para babésias de bovinos;
Amblyomna sp. para T. mutans e Theileria velifera; Rhipicephalus sanguineus para
Babesia canis, dentre outros (NEITZ, 1956; 1957; KUTTLER, 1988; KAKOMA &
MEHLHORN, 1994; MEHLHORN et al., 1994). Assim, a expansdo evolucionaria dos
Piroplasmida tem estreita relagdo com a biologia dos carrapatos vetores, bem como a
exploracdo animal pelo homem.

A analise de seqiiéncias de RNA ribossomal 18S revela que teilerideos
constituem em um grupo monofilético, assim como alguns membros da familia
Babesiidae; ambas as familias sdo grupos irmdos e derivados de um ancestral
parafilético comum (ALLSOPP et al.,1994; COX, 1994). A aparente auséncia de
esquizogonia tecidual entre as babésias ndo ¢ uma condicdo ancestral, pois pode ter
ocorrido a perda deste processo de divisdo com a evolugéo do grupo, a exemplo do que
ocorreu com algumas gregarinas (COX, 1994).

Para alguns autores, o grupo parafilético que originou os taxa monofiléticos
Babesia stricto sensu e Theileria stricto sensu também deram origem a outro taxa
monofilético, o qual contém as espécies Babesia equi, Babesia rodhaini e C. felis
(ALLSOPP et al., 1994). Para estes autores, os trés piroplasmideos encontram-se em
uma posicdo taxonémica incerta, apesar de possuirem sequéncias de RNA similares as
teilérias e babésias. Assim, foi sugerido, com base em similaridades fenotipicas e
filogenéticas, que as trés espécies, juntamente com as babésias de aves, formam uma
nova familia. Pelo fato de ter sido proposta a reclassificacdo de Babesia equi para
Nicollia equi (KRYLOV, 1981, citado por ALLSOPP et al., 1994), o0 nome apropriado
para esta nova familia seria Nicolliidae (ALLSOPP et al., 1994).

Recentemente observou-se que as babésias classicamente conhecidas (Babesia
stricto sensu = B. bigemina, B. canis, B. bovis, B. gibsoni, B. caballi etc.) pertencem a
um grupo monofilético; o subgrupo Theileria stricto sensu (= T. parva, Theileria
annulata, Theileria buffeli etc.) que em conjunto com o subgrupo de C. felis e o
subgrupo de B. equi formam um grupo monofilético; Babesia felis, B. rodhaini e

Babesia microti formam mais um grupo. Todos sdo originarios de um ancestral



parafilético, que provavelmente também deu origem ao género Plasmodium
(KIEMTRUP et al., 2000 a,b).

Adicionalmente, tem sido observado que o género Entopolypoides, em especial a
espécie Entopolypoides macaci, tem estreita relacdo com B. microti, inferindo-se que o
primeiro género seja sindnimo de Babesia (BRONSDON et al., 1999). Tem sido
verificado, também, que esporozoarios da classe Coccidea sdo originarios do mesmo
grupo parafilético que originou a classe Piroplasmea (XIAO et al., 1999).

Apesar da complexidade na filogenia dos Piroplasmida, a tendéncia € o consenso
de que o filo Sporozoa constitui em um grupo monofilético dos protozoarios que

possuem complexo apical.

2.3.2. Posicao sistematica e status taxondémico

Na classificacdo taxon6mica atual dos seres vivos, o taxon superior é
denominado dominio, o qual, possui trés grandes grupos: Archaea, Bacteria e Eucarya
(WOESE, 1981; 1994). No dominio Archaea, encontram-se 0S microrganismos
extremofilos; no dominio Bacteria, encontram-se as bactérias Gram-positivas, as
bactérias fotossintetizantes, as cianobactérias e as espiroquetas; no dominio Eucarya,
encontram-se 0s demais seres vivos (WOESE, 1994).

Até o momento, foram propostas diversas classificacbes taxondmicas para 0s
protozoarios, muitas delas baseadas apenas em caracteres morfolGgicos ou por simples
agrupamento combinatério de caracteres. Assim, a posi¢do sistematica do género
Cytauxzoon seria melhor definida baseando-se na associacdo de diversos parametros
morfoldgicos, bioldgicos, fisioldgicos e patolégicos, definidos pelos trabalhos de
NEITZ (1956; 1957), WAGNER (1976), CAVALIER & SMITH (1993) e COX (1994).

O status taxonémico de Cytauxzoon spp ainda encontra-se incerto. Para NEITZ
(1956), na familia Theileriidae du Toit, 1918 encontram-se protozoarios que se
multiplicam por esquizogonia em linfacitos e finalmente invadem eritrocitos. As formas
eritrociticas ndo se reproduzem e sdo possiveis gametocitos ou gametas. Esta familia €
representada por um unico género Theileria, cuja principal espécie seria T. parva.

Na familia Gonderidae Neitz & Jansen, 1956, encontram-se parasitos que se
multiplicam por esquizogonia em linfécitos (Gonderia sp.) ou em histiécitos
(Cytauxzoon sp.) e também em eritrocitos. Nas hemacias se reproduzem por divisao

binaria, originando dois ou quatro individuos filhos, que posteriormente assumem a



caracteristica forma de cruz-de-malta. O estdgio final do parasita no eritrocito é
possivelmente um gametdcito ou gameta. Esta familia é representada por dois géneros,
Gonderia e Cytauxzoon (NEITZ, 1956).

Os membros do género Gonderia se multiplicam por esquizogonia em linfocitos
e por fissdo em eritrocitos. Possuem diversas espécies: Gonderia annulata, Gonderia
mutans, Gonderia hirci, Gonderia ovis, Gonderia lawrencei, entre outras (NEITZ,
1956).

Os membros do géneros Cytauxzoon se multiplicam por esquizogonia em células
da série histiocitica e por fissdo em eritrocitos (NEITZ, 1956). Atualmente s&o
conhecidas quatro espécies C. sylvicaprae, C. strepsicerosi, C. taurotragi e C. felis
(SOARES, 2002).

O género Gonderia posteriormente foi considerado sinonimia de Theileria
(LEVINE, 1971; 1985) e todos os piroplasmideos que realizam esquizogonia em
linfocitos foram classificados como Theileria spp. Alguns autores todavia, consideram o
género Cytauxzoon como Theileria (LEVINE, 1971;1985; GROOTENHUIS et al.,
1979) e outros, baseados em diversos parametros citados anteriormente, 0 mantém na
condigéo original (WAGNER, 1976; KIER et al., 1982a,b; ALLSOPP et al.,1994). No
presente trabalho, concordando com a Ultima colocacdo, sera adotada a nomenclatura

original do género.
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Desta forma, de acordo com SOARES (2002) a posi¢do sisteméatica do parasita em
estudo pode ser assim definida:

Dominio — Eucarya

Reino — Protozoa
Sub-reino — Alveolata
Super-filo — Apicomplexa
Filo — Sporozoa
Classe — Piroplasmea
Ordem - Piroplasmida
Familia — Theileriidae
Género — Cytauxzoon

Espécie — Cytauxzoon felis

Provavel Sub-espécie — Cytauxzoon felis simile. No presente trabalho sera
utilizada esta nomenclatura, pois até o momento os isolados brasileiros ndo foram
nominados (SOARES, 2002).

2.3.3. Biologia, morfologia e ultraestrutura

2.3.3.1. Formas intrahistiociticas

O carrapato inocula no hospedeiro esporozoitas que infecta histiocitos para
formar esquizontes (KOCAN et al., 1992). Para C. felis apenas um esporozoita infecta
um histiocito. O desenvolvimento do parasito sob observacdo ultraestrutural, comeca
como uma indistinguivel massa dentro do citoplasma da célula hospedeira, que
progressivamente torna-se mais densa. Com o desenvolvimento, a divisdo nuclear
ocorre e varios nucleos individualizados tornam-se mais evidentes com o aumento da
densidade do nucleoplasma e o aparecimento da membrana nuclear (SOARES, 2002).

Neste estagio, o parasito inicia um processo de multilobulagéo, cujos lébulos séo
interconectados por numerosas pontes citoplasmaticas. Com o aumento de tamanho e
complexidade do parasito, organelas sdo formadas ao longo das margens da membrana
do parasito. O citdstoma torna-se visivel no plasmalema, inicia-se 0 aparecimento do
reticulo endoplasmatico, do anel polar, da mitocdndria ndo pregueada e o nucleo torna-

se mais denso que o citoplasma (SOARES, 2002). Com o desenvolvimento, aumentam
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as lobulaces e as roptrias aparecem no apice das lobulages. Os merozoitas surgem da
fissdo multinucleada de um Unico esporonte existente nesta fase. Os citdbmeros sdo
porcdes desenvolvidas deste Unico esporonte, interconectadas por numerosas pequenas
pontes citoplasmaticas (KOCAN et al., 1992).

A massa do parasito diminui de tamanho, formando o corpo residual e os
merozoitas permanecem associados ao corpo residual que contém o nlcleo do parasito e
organelas (SOARES, 2002). Os merozoitas sdo produzidos a partir de um arranjo com
aspecto de roseta em torno do pequeno corpo residual (SIMPSON et al., 1985a;
KOCAN et al., 1992; SOARES, 2002). O merozoita formado contém um Unico ndcleo
em posicdo oposta as rdptrias e aos micronemas. Assim, diversos merozoitas em
desenvolvimento permanecem nutrindo-se no citoplasma da célula hospedeira até sua
completa maturacdo (SIMPSON et al., 1985a).

Aparentemente, a ruptura da célula hospedeira s6 ocorre ap6s a completa
maturacdo dos merozoitas (SIMPSON et al., 1985a; SOARES, 2002).

As marcantes diferencas na esquizogonia entre Theileria sp. e Cytauxzoon sp.
fundamentam-se no fato de que, no primeiro género, este processo ocorre apenas em
linfocitos e no segundo, em histidcitos. No género Cytauxzoon sp., apenas um Unico
esporozoita invade a célula hospedeira para desenvolver o esquizonte, enquanto em
Theileria sp. muitos esporozoitas invadem linfécitos, dando origem a varios esquizontes
(MEHLHORN & SCHEIN, 1984; KOCAN et al., 1992; MEHLHORN et al., 1994).

Os esquizontes de C. felis sdo pleomorficos, com formas predominantemente
arredondadas com dimensao variando entre 15 e 250 um de diametro (WAGNER, 1976;
WAGNER et al., 1976; KIER et al., 1987; PEIXOTO et al., 1999; SOARES, 2002). A
esquizogonia em C. felis parece ser um processo de curta duracdo e limitado (BLOUIN
et al., 1987). Experimentalmente observou-se que apds inoculacdo de esporozoitas por
adultos de Dermacentor variabilis, em gatos domésticos, os esquizontes foram
visualizados nos tecidos aos 11 dias apés inoculagdo. Aos 30 dias apds inoculacao, via
carrapato, ndo mais havia esquizontes, permanecendo os animais portadores de formas
intraeritrociticas, com baixa parasitemia, por longo periodo (BLOUIN et al., 1987). Por
outro lado, o in6culo de fragmentos de tecidos de felideos (gato doméstico ou linces)
com esquizontes em gatos domésticos e/ou linces resultou na formacdo de esquizontes,
baixa parasitemia de formas eritrociticas e doenga grave, com morte entre sete e 20 dias
(WAGNER et al., 1976; WIGHTMAN et al., 1977; FERRIS, 1979; WAGNER et al.,
1980; KIER et al., 1982a,b; 1987).
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2.3.3.2. Formas intraeritrociticas

O merozoita maduro livre possui uma camada enrugada sobre a membrana
plasmatica e entra no eritrocito circulante por um processo semelhante a endocitose.
Quando o merozoito entra em contato com o eritrécito, a membrana deste inicia um
processo de modificacdo no ponto de contato com o merozoito, invaginando-se. A
proporcéo que o merozoito entra na célula, a invaginacao alarga-se e aprofunda-se para
acomoda-lo. A margem da membrana invaginada fica intimamente aderida ao
merozoito. A camada enrrugada do merozoito desaparece quando 0 mesmo estd
parcialmente internalizado. Estando o merozoito dentro do eritrocito, a membrana
invaginada fusiona-se, abracando o merozoito e formando um vacuolo (KOCAN et al.,
1992).

A entrada do merozoito ocorre sem ruptura da membrana do eritrécito, porém o
merozoito sofre fissdo binaria, dando origem & trofozoitas, com capacidade de invadir
outros eritrocitos.

Sob exame ultraestrutural, as formas intraeritrociticas possuem uma dupla
membrana citoplasmatica, nucleo pobremente definido contendo cromatina delicada,
reticulo endoplasmatico, ribossomos livres, mitocondrias ndo pregueadas, vacuolo
alimentar e citdstoma na membrana plasmatica que circunda o parasito (SIMPSON et
al., 1985b).

Nos eritrocitos, encontram-se usualmente um ou dois trofozoitas, eventualmente
trés ou quatro (em cruz-de-malta). As formas intraeritrociticas podem ser ovais,
arredondadas, anaplasmoides (= puntiforme), piriformes, em anel de rubi, alongadas ou
em tétrades. As formas arredondadas e em anel de rubi sdo as mais comuns (WAGNER,
1976; KIER et al., 1982a,b; 1987; SIMPSON et al., 1985b). A cromatina nuclear,
geralmente periférica, cora-se basofilicamente e o citoplasma cora-se azul-hialino ou
cora-se fracamente. Esta forma pode medir de 0,5 a 2,5 um de didmetro, mas
usualmente atinge 0,5 a 1,5 um de didmetro, e encontra-se frequentemente no centro ou
excéntrico quanto a localizacdo no eritrocito (WAGNER, 1976; KIER et al., 1987;
SIMPSON et al., 1985b; GLENN & STAIR, 1984).

Normalmente, a parasitemia por C. felis € baixa, entre 0,5 e 5% e, na maioria dos
casos, de infeccdo natural esta em torno de 1% (WAGNER, 1976; WAGNER et al.,
1976; 1980; FERRIS, 1979; SIMPSON et al., 1985b; BLOUIN et al., 1987; KIER et
al., 1987; SCOFIELD et al., 1999; SOARES, 2002). Estas formas de C. felis
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permanecem infectando eritrocitos até o repasto do carrapato, para dar continuidade ao
ciclo bioldgico. Os trofozoitas sdo infectantes para outros hospedeiros, via transmisséo
sanglinea iatrogénica, mas aparentemente ddo origem apenas a novas formas
eritrociticas (BLOUIN et al., 1984; 1987; SIMPSON et al., 1985b).

2.3.3.3. Gametogonia e esporogonia

O ciclo de C. felis no carrapato ainda ndo é conhecido. Com base no ciclo de C.
taurotragi em R. appendiculatus (YOUNG et al., 1980) e nos fendmenos de
gametogonia, singamia e esporogamia que ocorrem em todos os Piroplasmida (NEITZ,
1965; 1957; MEHLHORN & SCHEIN, 1984; KAKOMA & MEHLHORN, 1994;
MEHLHORN et al., 1994), poder-se-ia comentar resumidamente um possivel ciclo:
alguns trofozoitas nos eritrocitos sofrem diferenciagdo e quando sdo ingeridos pelo
carrapato, formariam microgametocitos ou macrogametocitos que, posteriormente,
dariam origem a micro ou macrogametas, respectivamente. Estes, por singamia,
formariam o zigoto que penetraria em celulas intestinais e poderiam diferenciar-se em
cineto. O cineto, via hemolinfa, invadiria os acinos de glandulas salivares, sofreria
esporogonia, com liberacdo de esporozoitas os quais seriam inoculados pelo carrapato
(MEHLHORN & SCHEIN, 1984; KAKOMA & MEHLHORN, 1994; MEHLHORN et
al., 1994; SOARES, 2002).

2.3.4. VVetores

Os piroplasmideos sdo transmitidos biologicamente apenas por carrapatos
(NEITZ, 1956; BALASHOV, 1972; HOOGSTRAAL, 1985; SONESHINE, 1991,
COX, 1994). Os theilerideos sdo transmitidos essencialmente por carrapatos
heteroxenos (NEITZ, 1956; MEHLHORN & SCHEIN, 1984; UILENBERG, 1995),
apesar de existir um relato sobre Boophilus annulatus vindos dos EUA para a Alemanha
terem transmitido T. mutans para bovinos (REICHENOW, 1935, citado por NEITZ,
1956).

Ainda ndo é conhecido, com certeza, o carrapato transmissor natural de C. felis.

Experimentalmente, foi verificado que D. variabilis alimentados no estagio de ninfa em
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lince (Lynx rufus) parasitado por C. felis, adquirem a infeccdo e transmitem para gato
doméstico quando adulto (BLOUIN et al., 1984). Esta constatacdo foi confirmada
posteriormente com outros experimentos similares (BLOUIN et al., 1987; KOCAN et
al., 1992).

De forma geral, a literatura considera D. variabilis como vetor natural de C. felis
(KIER et al., 1987; BUTT et al., 1991; GARNER et al., 1996; JAKOB &
WESEMEIER, 1996). Por outro lado, varios autores tém observado, desde a descrigcdo
original da enfermidade (WAGNER, 1976), que nas areas onde ocorre a doenca em gato
domestico e linces, o carrapato mais prevalente € Amblyomma americanum (WAGNER,
1976; WAGNER et al., 1976; 1980; WEHINGER et al., 1995; GARNER et al., 1996).

Citauxzoonose fatal provavelmente causada por C. felis foi descrita em tigre
branco (Panthera tigris) parasitado por adultos de A. americanum, no Nordeste do
Estado da Florida (GARNER et al., 1996). Adicionalmente, em um estudo conduzido
entre 1974 e 1991, na Florida, para determinar a incidéncia de carrapatos em linces
(Lynx rufus floridianus) e em puma ou pantera da Florida (Felis concolor coryi),
observou-se que estes animais (n= 189) eram parasitados principalmente por adultos de
Ixodes scapularis, Ixodes affinis, D. variabilis, A. americanum e A. maculatum
(WEHINGER et al., 1995), sendo a espécie |. scapularis a mais incidente em ambos 0s
hospedeiros. Assim, estes autores consideram que, principalmente, I. scapularis nédo
pode ser desprezado como um potencial vetor de C. felis para estes felideos
(WEHINGER et al., 1995).

As espécies de Theileria sdo transmitidas, principalmente, por carrapatos dos
géneros Rhipicephalus e Hyalomma (NEITZ, 1956; SCHEIN, 1975; MEHLHORN &
SCHEIN, 1984; UILENBERG, 1995). As espécies do género Cytauxzoon que
acometem ungulados sdo transmitidas por Rhipicephalus spp. T. mutans e T. velifera,
que ocorrem tanto na Africa quanto no Caribe, sdo transmitidos por diversas espécies do
género Amblyomma: Amblyomma variegatum, Amblyomma hebraeum, Amblyomma
gemma, Amblyomma lepidum, Amblyomma coherens etc (NEITZ, 1956; MEHLHORN
et al., 1994; UILENBERG, 1995). Theileria cervi, que ocorre na América do Norte, €
transmitido principalmente por A. americanum (HAZEN-KARR et al., 1987,
MEHLHORN et al., 1994).

Curiosamente, em 1828, A. variegatum, uma espécie africana, foi introduzida na
ilha de Guadalupe, no Caribe, por meio de um carreamento de bovinos provenientes do

Senegal. A partir de 1973, esse ixodideo tem-se disseminado rapidamente pela regido do
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Caribe, com a média de uma ilha infestada por ano. Atualmente, grande parte das ilhas
do Caribe encontra-se infestada (HONER, 1990). A simulacéo ecocliméatica da América
do Sul mostrou que A. variegatum tem potencial de ser introduzido na maior parte do
territorio brasileiro, especialmente por meio de aves migratérias que utilizam o Brasil
como rota e/ou ponto de migracdo (HONER, 1990). Esta espécie de carrapato € uma das
principais vetoras de Theileria spp no continente africano e no Caribe (NEITZ, 1956;
MEHLHORN et al., 1994; UILENBERG, 1995).

No Brasil, foi verificado o parasitismo por Amblyomma cajennense em leGes
cativos que morreram por citauxzoonose (PEIXOTO et al., 1999). Na mesma
localidade, outros felinos como onca pintada e gato-do-mato pequeno também
encontravam-se naturalmente parasitados por C. felis simile (SOARES et al., 1999a;b).

No entanto, ainda ndo é conhecido o transmissor deste Theileriidae no Pais.

2.3.5. Hospedeiros

Cytauxzoon felis foi originalmente descrito parasitando gato doméstico (Felis
catus) (WAGNER, 1976; WAGNER et al., 1976; WIGHTMAN et al., 1977), no qual
determinava invariavelmente uma doenca fatal (FERRIS, 1979; WAGNER et al., 1980;
KIER et al., 1987) e de curso rapido, o que levou os pesquisadores a considerarem ser o
gato doméstico como um hospedeiro acidental e/ou final para o parasito (KIER et al.,
1982a,b; 1987; SIMPSON et al., 1985a,b; BLOUIN et al., 1987).

Posteriormente, verificou-se que a inoculacdo de esquizontes e trofozoitas foi
bem sucedida em duas espécies de linces, sendo que o lince americano (L. rufus rufus)
apresentou apenas formas sanguineas e ndo desenvolveu a doenga, enquanto o lince da
Flérida (L. rufus floridanus) apresentou trofozoitas e esquizontes e desenvolveu uma
doenca fatal idéntica a observada em gatos (KIER et al., 1982a,b). Nos EUA, diversos
casos foram descritos, de linces americanos parasitados por C. felis. Na maioria deles,
0s animais apresentavam apenas formas intraeritrociticas do parasito. Pelo inéculo de
sangue desses animais em gatos, porém desenvolveu-se uma doenca fatal com formagéo
de esquizontes teciduais (GLENN et al., 1982, 1983; KIER et al., 1982a,b; BLOUIN et
al., 1984) (Tabela 1). Acredita-se, portanto, que o lince € o principal reservatorio de C.
felis na América do Norte (GLENN et al., 1982, 1983; BLOUIN et al., 1987,
WEHINGER et al., 1995).
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Experimentalmente foi demonstrado que ovinos sdo susceptiveis a C. felis
(Tabela 1). Estes animais ndo apresentam sintomas aparentes, mas desenvolvem uma
baixa e persistente parasitemia (KIER et al., 1982a). Ao se avaliar experimentalmente o
potencial de transmisséo interespécies de C. felis, proveniente de gato doméstico, para
quatro espécies de animais domésticos de producdo, nove espécies de animais de
laboratério e 17 espécies de animais silvestres, observou-se que C. felis infectou apenas
lince americano, lince da Florida e ovino (KIER et al., 1982a).

As infeccdes naturais por C. felis tém sido descritas (Tabela 1) em guepardo,
com formas eritrociticas e quadro assintomatico (ZINKL et al., 1981), em puma ou
pantera da Flérida, com formas eritrociticas e quadro assintomético (BUTT et al., 1991;
ROTSTEIN et al., 1999); em tigre branco, com formas eritrociticas e esquizogonicas e
doenca fatal (GARNER et al., 1996), em tigre de bengala, com formas eritrociticas e
esquizogonicas e doenca fatal (JAKOB & WESEMEIER, 1996) e, em puma ou pantera
do Texas, com formas eritrociticas e quadro assintoméatico (ROTSTEIN et al., 1999).

Recentemente verificou-se, em macaco rhesus, uma tipica citauxzoonose, com
formas esquizogonicas semelhantes a C. felis (GARDINER, 1998).

No Brasil, C. felis simile foi observado primeiramente em ledes causando uma
enfermidade severa e lesdes patognomonicas, caracterizadas pela oclusdo parcial ou
total de vasos sanguineos (PEIXOTO et al., 1999). Em seguida foi diagnosticado o
parasitismo por formas intraeritrociticas tipicas deste Theileriidae em onca pintada
(SOARES et al., 1999a) e em gato-do-mato pequeno (SOARES et al., 1999b).
Posteriormente, estudos experimentais avaliram os aspectos clinicos, patolégicos e
parasitologicos em gatos domesticos (SCOFIELD et al., 1999; SOARES, 2002).
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Tab. 1. Hospedeiros naturais e experimentais e distribuicdo geografica da infecgcdo causada por Cytauxzoon felis.

Hospedeiro

Nome cientifico

Nome vulgar

Forma evolutiva do
parasito observada

Doenca

Distribuigéo

Observagéo

Felis catus

Lynx rufus rufus

Lynx rufus floridanus

Lynx rufus

Felis concolor coryi

Lynx rufus rufus
3(Cytauxzoon simile)

Felis concolor coryi

Felis concolor stanleyana

PAcinonyx jubatus
3(Cytauxzoon simile)

Panthera tigris

Panthera tigris

Ovis aries
9Macaca mulatta

Panthera leo
3(Cytauxzoon felis simile)

Panthera onca
3(Cytauxzoon felis simile)
Felis tigrina
?(Cytauxzoon felis simile)

Felis catus
3(Cytauxzoon felis simile)

Gato doméstico

Lince americano

Lince da Flérida

Lince americano

Puma, ledo da montanha,
pantera da Florida

Lince americano

Puma, ledo da montanha,
pantera da Flérida
Puma, pantera do Texas

Guepardo

Tigre branco

Tigre de bengala

Ovino
Macaco rhesus

Ledo

Ongca pintada

Gato-do-mato pequeno

Gato doméstico

Trofozoitas e
esquizontes

Trofozoitas
Trofozoitas e
esquizontes
Trofozoitas
Trofozoitas e

esquizontes

Trofozoitas

Trofozoitas

Trofozoitas
Trofozoitas
Trofozoitas e
esquizontes

Trofozoitas e
esquizontes

Trofozoitas
Esquizontes

Esquizontes

Trofozoitas

Trofozoitas

Trofozoitas

Fatal, quando indculo de esporozoitas
ou esquizontes; branda, quando inéculo
de trofozoitas
Assintomatica; baixa parasitemia

Doenca fatal; baixa parasitemia

Assintomética; baixa parasitemia

Assintomética; baixa parasitemia

Assintomética; baixa parasitemia

Assintomética; baixa parasitemia

Assintomética; baixa parasitemia

Assintomética; baixa parasitemia

Doenca fatal

Doenga fatal

Assintomética; baixa parasitemia
Doenga fatal

Doenga fatal

Doenca branda; baixa parasitemia

Assintomatico; baixa parasitemia

Doenga branda; baixa parasitemia

Estados Unidos da América (Sul, Sudeste,
Centro-oeste e ao longo da costa do Golfo)

Estados Unidos da América

Estados Unidos da América

Estados Unidos da América (Oklahoma)

Estados Unidos da América (Nova York)

Estados Unidos da América (Oklahoma)

Estados Unidos da América (Flérida)

Estados Unidos da América (Florida)

Estados Unidos da América (California)

Estados Unidos da América (Fl6rida)

°Europa, Alemanha (animal de zooldgico)

Estados Unidos da América
América Central, Panama

América do Sul, Brasil (animais de
zoolégico)

América do Sul, Brasil (animal de
zoolégico)

América do Sul, Brasil (animal de
zoolégico)

América do Sul, Brasil (Rio de Janeiro)

Quadro clinico variavel tanto na infeccéo natural ou
experimental

Infecgéo experimental.
Inéculo pouco patogénico para gato doméstico

Infecgéo experimental.
Indculo fatal para gato doméstico

Infeccéo natural

N&o se sabe se a infeccéo foi natural ou iatrogénica, pois
0 animal recebeu transfuséo sangiiinea de outro puma.
Inéculo fatal para gato doméstico

Infeccéo natural
De 4 linces, o in6culo de um foi fatal para gato doméstico

Infeccéo natural

Infeccéo natural

Infeccdo natural
Indculo ndo infectou gato doméstico

Infeccdo natural
Animal parasitado por A. americanum

Infeccéo natural
Animal nasceu no local do 6bito

Infeccéo experimental
Infeccéo natural

Infeccdo natural
Animais (n=2) parasitados por A. cajennense

Infeccéo natural
Animal parasitado por A. cajennense, indculo patogénico
para gato doméstico

Infeccdo natural
Indculo patogénico para gato doméstico

Infeccdo experimental
Indculo de P. onca e F. tigrina

2Agente etioldgico considerado pelo(s) autor(es) como género ou espécie semelhante (= simile).
bEstes animais (casal) nasceram em Oregon, EUA e viveram dois meses na Namibia, Africa. Ao retornarem aos EUA o macho apresentou claudicacio (ZINKL et al., 1981).
14 meses antes da morte deste animal, trés linces jovens provenientes dos EUA foram introduzidos no zoolégico (JAKOB & WESEMEIER, 1996).
IGARDINER, C. H. 1998. Comunicag#o pessoal. (Armed Forces Instutute of Pathology, Washington, DC, EUA).



2.3.6. Diagnostico
2.3.6.1. Diagnostico direto

O diagnostico direto de citauxzoonose € baseado, principalmente, na observagédo
de formas intraeritrociticas e/ou formas esquizogonicas teciduais, tipicas do agente. O
diagndstico de trofozoita é feito pela confeccdo de esfregaco a partir de sangue
periférico, obtido por puncdo de vasos marginais. Estes esfregacos sdo,
preferencialmente, fixados em metanol absoluto e podem ser corados por derivados do
Romanowsky como Giemsa, Leishman, May-Grunwald-Giemsa etc, ou por laranja de
acridina (BOBADE & NASH, 1987; MacWILLIAMS, 1987; FOREYT, 1989;
SOARES, 2002).

O exame sob microscopia 6ptica de luz deve basear-se na verificacdo de formas
intraeritrociticas de pequeno porte (0,5 — 1,5 um x 0,8 — 2,0 um), predominantemente
arredondadas e em forma de anel de rubi. Estes tipos morfoldgicos encontram-se em
posicdo central no eritrécito. Formas em tétrade também ocorrem, porém em menor
freqUéncia. Os trofozoitas possuem cromatina nuclear basofilica e de localizacdo
periférica e citoplasma azul-hialino fracamente corado (WAGNER, 1976;
WIGHTMAN et al., 1977; GLENN & STAIR, 1984; SIMPSON et al., 1985a,b; KIER
etal., 1987; MEIER & MOORE, 2000; SOARES, 2002).

As formas intrahistiociticas podem ser diagnosticadas por citologia de
fragmentos de tecidos e orgdos. Na observagao citologica de aposi¢des ou “arrastes” de
tecidos e oOrgdos, processados como descrito para esfregacos de sangue, pode-se
verificar histiocitos contendo no citoplasma esquizontes com citbmeros e inumeros
merozoitas. Na observacdo de tecidos processados por técnicas histoldgicas e corados
por hematoxilina-eosina ou por Giemsa, verificam-se histiécitos repletos de
esquizontes, com citbmeros e merozoitas, aderidos ao endotélio de vasos sangiiineos de
diversos orgaos (FERRIS, 1979; WAGNER et al., 1980; KIER et al., 1982b; 1987,
GLENN & STAIR, 1984; GARNER et al., 1996; JAKOB & WESEMEIER, 1996;
MEIER & MOORE, 2000; SOARES, 2002).

Cabe salientar, porém, que as formas intraeritrociticas de C. felis, quando da
infeccdo via carrapato, aparecem na corrente sangiiinea geralmente entre um e trés dias
apos o surgimento de esquizontes, periodo que antecede a morte e no qual surgem os
sintomas (HAUCK et al., 1982; SIMPSON et al., 1985a,b; BLOUIN et al., 1987; KIER
etal., 1987; MEIER & MOORE, 2000; SOARES, 2002).



A parasitemia por C. felis usualmente é baixa (0,5 a 3%) e persistente por um
longo periodo, o animal também pode permanecer portador crbnico assintomatico
(WAGNER et al., 1980; KIER et al., 1987; HOOVER et al., 1994; WALKER &
COWELL, 1995; MEINKOTH et al., 2000; SCOFIELD, 1999; SOARES, 2002).
Ademais, pelo fato da esquizogonia ser limitada, e aparentemente transitéria, o animal
pode resistir & infeccdo e ndo apresentar esquizontes, persistindo apenas parasitos
intraeritrociticos (SIMPSON et al., 1985b; BLOUIN et al., 1987; KIER et al., 1987;
KOCAN et al., 1992).

Pode-se proceder, ainda, o diagnostico molecular, que € feito principalmente por
meio da técnica da reagdo de polimerase em cadeia (PCR), a qual amplifica por¢des de
fragmentos de gene do parasito utilizando primers especificos. Pela PCR, pode-se
comparar ainda porcdes de RNA ribossomal 18S de C. felis (acesso no banco de genes
n°® L19080) com outras espécies de Cytauxzoon, Theileria e Babesia disponiveis no
Banco Internacional de Genes (www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide)
(ALLSOPP et al., 1994; KIEMTRUP et al., 2000b; MEINKOTH et al., 2000).

2.3.6.2. Diagnostico indireto

O diagnostico soroldgico tem sido feito pela deteccdo de anticorpos da classe
IgG por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta e pelo imunoensaio
microfluorimétrico. Ambas as provas utilizam formas esquizogbnicas como antigeno
(SHINDEL et al., 1978; UILENBERG et al., 1987; COWELL et al., 1988). Estes
ensaios, além de serem um meio indireto de diagndstico, contribuem para o
conhecimento de possiveis animais portadores em estado subclinico e para a

epidemiologia, determinando a prevaléncia e distribuicdo da enfermidade.

2.3.6.2.1. Diagnéstico auxiliar

Os exames hematoldgico e bioquimico s@o auxiliares no diagndstico da
citauxzoonose. As alteragdes mais frequentes e importantes sdo anemia normocitica
normocrémica, leucopenia, trombocitopenia, decréscimo do volume globular e da

concentracdo de albumina, aumento da concentracdo de proteinas plasmaticas totais, de
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glicose e de alanina transaminase (KOCAN & BLOUIN, 1985; GARNER et al., 1996;
ROTSTEIN et al., 1999).

Apesar das drogas derivadas das diamidinas e das naftoquinonas terem algum
efeito contra Cytauxzoon spp, o diagnostico terapéutico ndo é valido para a
citauxzoonose felina devido a baixa eficacia das drogas (MOTZEL & WAGNER, 1990;
WALKER & COWELL, 1995; GREENE et al., 1999; MEINKOTH et al., 2000).

2.3.6.3. Diagnostico diferencial

Os aspectos clinicos das hemoparasitoses em geral sdo muito semelhantes, fato
que, freqlientemente, contribui para falsos diagnésticos de citauxzoonose felina, quando
na verdade trata-se, em muitos casos, de babesiose ou hemobartonelose (SOARES,
2002). A qualidade dos preparados citolégicos ou teciduais, € um fator imprescindivel
para o correto diagndéstico de qualquer hematozoario, pois simples artefatos de técnica e
sujidades freqlientemente confundem profissionais quando da observacdo microscopica.
Assim, a acuidade e a cautela na diferenciacdo de hemoparasitos, especialmente no que
diz respeito aos aspectos morfoldgicos e bioldgicos do possivel agente em questédo,
devem ser considerados antes da defini¢do diagndstica (SOARES, 2002).

Diversos hemoparasitos tém sido objeto de davidas em relacdo a C. felis (Figura
1). Haemobartonella felis (Clark, 1942) é uma microrganismo da ordem Rickettsiales
parasita de eritrocitos de felideos (CLARK, 1942; BOBADE & NASH, 1987; NEIMAK
et al., 2001). Esta riquétsia € considerada por muitos autores como o principal agente a
ser diferenciado de C. felis (WAGNER, 1976; KIER et al., 1987; FOREYT, 1989;
MEIER & MOORE, 2000; SOARES, 2002). Morfologicamente, todavia, esse agente
apresenta predominantemente formas cocdides e em cadeia, de coloracdo basofilica
densa e homogénea, e tamanho diminuto (0,2 — 0,9 um) e localizadas perifericamente
na superficie do eritrocito (Figura 1, Tabela 2); portanto, formas completamente
distinguiveis das de C. felis (WAGNER et al.,, 1976; WIGHTMAN et al., 1977;
MacWILLIAMS, 1987; COWELL et al., 1988; HOOVER et al., 1994; SOARES,
2002).

Embora ocorra, aparentemente, com baixa prevaléncia em felideos, Babesia spp
até pode ser considerada mais importante na diferenciagdo (Figura 1) com C. felis que
H. felis (Tabela 2). Os Babesiidae descritos que acometem felideos sdo: Babesia felis

21



Davies, 1929; Babesia cati Mudaliar, Achiary & Alwar, 1950; Babesia herpailuri
Dennig, 1967; Babesia pantherae Dennig & Brocklesby, 1972 e Babesia sp. Lopez-
Rebollar, Penzhom, de Wall & Lewis, 1999 (espécie nao-nominada; previamente
codificada como pequeno piroplasma KNP). As caracteristicas morfoldgicas, o0s
hospedeiros e a distribuicdo destes agentes podem ser verificados na tabela 2.

Apesar de, eventualmente, haver alguma semelhanga (Figura 1) entre
determinados tipos morfolégicos de Babesia spp com C. felis (SOARES, 2002),
reservadas as devidas proporcOes e caracteristicas (Tabela 2), ndo tem-se verificado
reacOes soroldgicas cruzadas entre estes dois agentes (UILENBERG et al., 1987;
BOURDEAU, 1996; LOPEZ-REBOLLAR et al., 1999).

As formas esquizogbnicas de C. felis presentes em tecidos podem ser
consideradas patognomoOnicas para citauxzoonose, entretanto cabe salientar que
esquizontes de Hepatozoon spp em felideos também ocorrem em tecidos de diversos
orgdos e, eventualmente, no endotélio de vasos (BEAUFLLS et al., 1998; BENETH et
al., 1998; SOARES, 2002). Pseudocistos de Toxoplasma gondii poder ser visualizados
em diversos 6rgdos e tecidos (FOREYT, 1989; HARMELIN et al., 1992). Embora em
menor freqliéncia, ninho leishmanidide contendo formas amastigotas de Trypanosoma
cruzi sdo observados, também, em felideos (HOARE, 1972; MacWILLIAMS, 1987;
FOREYT, 1989; BARR et al., 1993).
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Tab. 2. Diagnéstico diferencial de Cytauxzoon felis com outros piroplasmideos em carnivoros e Haemobartonella felis.

Parasito Hospedeiro Distribuicéo Observagéo
Género e espécie aDimensdes (um)  °Tipo morfoldgico °Posicéo Nome cientifico Nome vulgar
. i i Cruz-de-malta Felis catus o L o
Babesia felis Davies, 1929 0,7x1,25 Central Felis ocreata Gato doméstico Africa, Asia, Europa
Panthera pardus Gato sudanés
Panthera leo Leopardo
Acinonyx jubatus Ledo
Felis concolor Guepardo
Lynx rufus Puma
Lince
. . . . dpiriforme, bigeminada N Felis sp. . o . B
Babesia cati Mudaliar, 0,5 - 2,5 (diametro) Excéntrica Gato silvestre India Experimentalmente ndo
Achary & Alwar, 1950 infecta gato doméstico
. o . Piriforme, bigeminada Herpailurus yagouaroundi . L. .
Babesia herpailuri Dennig, 1,3-22x27 Central Felis catus Gato mourisco América do Sul (Venezuela) Infeccéo natural
1967 Canis familiaris Gato doméstico ¢Alemanha Infecgdo experimental
Canis familiaris dingo Céao doméstico Alemanha Infeccdo experimental
Canis vulpes Dingo australiano Alemanha Infecgdo experimental
Raposa vermelha Alemanha Infeccdo experimental
. . Piriforme, bigeminada, . Panthera pardus o
Babesia pantherae Dennig 1,8x2,0 tétrade Periférica Panthera leo Leopardo Africa
& Brocklesby, 1972 Felis catus Ledo
Gato doméstico
. Redondo Panthera leo . o o o .
Babesia sp. Lopez-Rebollar 1,0x1,05 Central Ledo Africa (Africa do Sul) fParasito ndo nominado

etal., 1999

Cocoide, redondo;

freqiientemente em
cadeia

Haemobartonella felis
(Clark, 1942)

0,2 - 0,9 (diametro)

Felidae .
Diversos membros da

familia Felidae

Periférica; na
superficie do
eritrocito

Cosmopolita

9Haemobartonella spp,
pertencem a ordem
Rickettsiales

aDidmetro menor x didmetro maior em micrémetros.
bTipo morfoldgico fregiientemente observado em eritrdcitos.

Posicdo quanto a localizagdo freqlientemente observada no eritrdcito.

dPara Babesia cati, observa-se com freqiiéncia mais de quatro formas por eritrocitos com aspecto de roseta.

eInfecgdo experimental a partir de indculo do hospedeiro natural proveniente da Venezuela.

fPossivelmente espécie nova; previamente codificado como pequeno piroplasma KNP (LOPEZ-REBOLLAR et al., 1999).
9Existem propostas de transferir o género Haemobartonella para Mycoplasma (NEIMARK et al., 2001).
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Fig. 1. Principais formas eritrociticas de Piroplasmida e Rickettsia parasitas de
felinos. A, Babesia herpailuri; B, Babesia pantherae; C, Babesia cati; D, Babesia
felis; E, Haemobartonella felis; F, Cytauxzoon felis. (Adaptado de SOARES, 2002).

2.3.7. Tratamento

Poucas drogas tém sido reveladas Uteis no controle de teilerioses durante a fase
aguda da doenca. Entre elas, as mais eficientes sdo a halofugisona, a parvaquone e a
buparvaquone (MEHLHORN et al., 1994). Os compostos derivados das diamidinas nédo
apresentam eficacia no tratamento de teilerioses, porém sdo muito eficientes contra
Babesia spp, 0 que indica que o metabolismo dos membros destas familias é diferente
(MEHLHORN & SCHEIN, 1984; PEREGRINE, 1994).

O lactato de halofugisona é uma droga derivada das quinazolinonas utilizadas
como coccidiostatico. Esta droga possui eficacia contra Theileria spp, porém determina
sintomas de intoxicacdo aguda, na qual o animal desenvolve diarréia profusa, caquexia,
conjutivite e hipotermia (MEHLHORN et al., 1994).

A parvaquone e a buparvaquone sdo naftoquinonas eficientes contra Theileria
spp. A parvaquone atua tanto contra as formas intraeritrociticas, quanto contra as formas
intrahistiociticas. Dois tratamentos, com intervalo de 48 horas, de 10 mg/Kg sao
eficientes para minimizar sinais clinicos de infeccdo em bovinos. Quando de
recrudescéncia da infeccdo, no entanto, recomenda-se a utilizacdo de duas doses de 20
mg/Kg, com intervalo de 48 horas. A buparvaquone tem sido reportada como mais
efetiva que a parvaquone. Uma Unica dose de buparvaquone a 2,5 mg/Kg, cura bovinos
com infeccgéo clinica por Theileria spp (MEHLHORN et al., 1994; PEREGRINE, 1994).
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O aceturato de diaminazeno e o dipropionato de imidocarb s&o diamidinas
eficientes e amplamente utilizadas no controle e no tratamento de Babesia spp
(PEREGRINE, 1994), porém pouco se conhece sobre o seu efeito contra Theileria spp.

Apesar das naftoquinonas serem consideradas as melhores drogas teilericidas,
essas ndo tém se mostrado eficientes contra Cytauxzoon spp. A avaliagdo de parvaquone
na dose Unica de 20 ou 30 mg/Kg e de buparvaquone na dose de 5 ou 10 mg/Kg, revelou
que ambas sdo ineficientes no tratamento da citauxzoonose felina experimental
(MOTZEL & WAGNER, 1990).

A administracdo de aceturato de diaminazeno e de dipropionato de imidocarb, na
dose Unica de 2mg/Kg, apresentou eficacia de 50% em gatos com infeccdo natural por
C. felis (GREENE et al., 1999). O tratamento, com dipropionato de imidocarb, em gatos
com citauxzoonose experimental induzida, via carrapatos, foi ineficiente (MEINKOTH
et al., 2000).

O tratamento eficiente para a citauxzoonose ainda esta por ser estabelecido. O uso
de terapia de suporte com solucdo de Ringer lactato e analgésico, associada a diamidinas,
parece apresentar melhor resultado (HOOVER et al., 1994; GREENE et al., 1999;
MEINKOTH et al., 2000). Contudo, cabe salientar que tanto o aceturato de diaminazeno
quanto o dipropionato de imidocarb possuem moderada acdo toxica para felinos
(GREENE et al., 1999). Ambas as drogas sdo tdxicas também para outras espécies
animais, inclusive bovinos (PEREGRINE, 1994). Ademais, quando de doenca aguda, as
drogas diamidinas devem ser administradas juntamente com heparina, mantendo-se a
fluidoterapia (MEIER & MOORE, 2000).

2.3.8. Distribuicéo

A citauxzoonose felina foi observada em gato doméstico, primeiramente, no
Sudeste do Estado de Missouri, EUA (WAGNER, 1976). Posteriormente foi
diagnosticada na regido de fronteira entre os Estados de Missouri e Arkansas (WAGNER
et al., 1976) e, em seguida, a enfermidade foi registrada nos Estados do Texas e Georgia
(WIGHTMAN et al., 1977).

Cytauxzoon simile foi reportado infectando naturalmente guepardos cativos (A.
jubatus) no Estado da California (ZINKL et al., 1981). S6 em 1982, no Estado de
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Oklahoma, foi diagnosticada a infeccdo por Cytauxzoon sp. em linces (Tabela 1)
naturalmente parasitados (GLENN et al., 1982).

Posteriormente, a citauxzoonose foi registrada acometendo felinos domésticos e
silvestres experimental e/ou naturalmente infectados em diversos estados americanos
(Tabela 1), principalmente, nas regides Sul, Sudeste, Centro-oeste e ao longo da costa do
Golfo do México (FERRIS, 1979; HAUCK et al., 1982; GLENN et al., 1983; BUTT et
al., 1991; HOOVER et al., 1994; WALKER & COWELL, 1995; GARNER et al., 1996;
ROTSTEIN et al., 1999; MEINKOTH et al., 2000). Experimentalmente, foi descrita a
infeccdo em ovinos no Estado de Missouri (KIER et al., 1982a).

A maioria dos casos de citauxzoonose felina foram observados nos EUA,
adicionalmente, foi relatada citauxzoonose fatal em tigre de bengala (P. tigris) na
Alemanha (JAKOB & WESEMEIER, 1996) e em macaco rhesus no Panama
(GARDINER, 1998). Em ambos os casos, o diagnostico foi estabelecido pelo estudo
histopatoldgico. N&o sdo conhecidos nestes paises quaisquer dados adicionais sobre a
enfermidade e seu agente (Tabela 1).

Na Ameérica Latina, os registros de citauxzoonose felina foram realizados no
Brasil em ledes (PEIXOTO et al., 1999), em onga pintada (SOARES et al., 1999a) em
gato-do-mato pequeno (SOARES et al., 1999b) e experimentalmente em gatos
domeésticos (SCOFIELD et al., 1999; SOARES, 2002); todos no Estado do Rio de

Janeiro.

2.3.9. Potencial zoon6tico

Diversas espécies de Babesia tém sido descritas infectando e determinando
doenga em seres humanos e entre elas Babesia divergens, B. bovis, B. microti, B. canis,
B. rodhaini e B. equi (TELFORD III et al., 1993; ESKOW et al., 1999). Além disso,
existem cinco espécies descritas, e outras ainda ndo-nominadas, em primatas ndo-
humanos, com potencial zoonético (TELFORD I1I et al., 1993; BRONSDON et al.,
1999; ESKOW et al, 1999). Um outro Piroplasmida, descrito em macacos,
Entopolypoides macaci, também infecta humanos (TELFORD IIl et al., 1993;
BRONSDON et al., 1999).

Curiosamente, as principais espécies de Babesia que infectam humanos, B.

microti, B. rodhaini e B. equi, possuem uma relacdo molecular e filogenética
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extremamente estreita com C. felis (ALLSOPP et al., 1994; BRONSDON et al., 1999;
KJEMTRUP et al., 2000b).

O potencial zoonotico de C. felis e outras espécies do género Cytauxzoon ndo €
conhecido, no entanto, pelo fato de ter sido diagnosticada infeccdo natural e fatal por C.
felis simile em macaco rhesus (GARDINER, 1998) e, por outras caracteristicas
bioldgicas e moleculares, ndo se pode descartar a possibilidade deste hematozoario
infectar humanos.
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3. CAPITULO |

Caracterizacdes morfoldgica e morfométrica de formas eritrociticas de

Cytauxzoon felis simile



Resumo

Aspectos morfoldgico e morfométrico foram descritos para trofozoitos
eritrociticos de dois isolados brasileiros de Cytauxzoon felis simile, um obtido a partir de
onca pintada (Panthera onca) e outro a partir de gato-do-mato pequeno (Felis tigrina =
Leopardus tigrinum). Gatos doméstico, trés para cada isolado, foram inoculados para a
obtencdo das formas parasitarias. Foram mensurados o didmetro maior (DM), o
diametro menor (dm) e o indice morfométrico (IM = dm/DM) de cada tipo de forma
parasitaria. Foram analisado o total de 1.605 trofozoitos. Os tipos morfologicos
puntiforme (1,80 £ 0,24 x 1,60 + 0,19 um), piriforme (2,32 + 0,60 x 1,73 £ 0,32 um),
anel de rubi (2,21 + 0,34 x 1,86 + 0,29 um), ovéide (2,18 + 0,36 x 1,94 +0,35 um),
alongada (2,45 + 0,34 x 1,76 £ 0,29 um) e tétrade (1,80 £ 0,10 x 1,56 £+ 0,09 um) foram
observados. Houveram os predominios dos tipos morfoldgicos ovoide e anel-de-rubi, e
ambos os isolados sdo pleomorfico. Os trofozoitos eritrociticos de C. felis simile séo
similares aos reportados em C. felis, nos Estados Unidos da América, porém altamente
pleomorficos.

Palavras chave: Cytauxzoon felis simile, morfologia, morfometria, trofozoitos,

eritrécitos, pleomorfismo.
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Abstract

The morphological and morphometric characteristics of the intraerythrocytic
trophozoites of two Brazilian isolates of Cytauxzoon felis simile from jaguar (Panthera
onca) and small wild cat (Felis tigrina = Leopardus tigrinum) were described.
Domesctic cats, three for each isolate, were inoculated to obtain the parasitic forms. The
morphological parameters from the bigger diameter (BD), the smaller diameter (sd) and
the morphometric index (MI = sd/BD) for each type of parasitic forms were measured.
The total of 1,605 trophozoites were analysed. Point-shaped (1.80 + 0.24 x 1.60 = 0.19
um), pear-shaped (2.32 £ 0.60 x 1.73 + 0.32 um), ring-shape (2.21 + 0.34 x 1.86 £ 0.29
um), ovoid (2.18 £ 0.36 x 1.94 £ 0.35 um), elongated (2.45 £ 0.34 x 1.76 + 0.29 um)
and tetrad forms (1.80 £ 0.10 x 1.56 + 0.09 um) were showed. The ovoid and ring-
shaped morphological types were predominant and both isolates were characterized as
pleomorphic. C. felis simile erythrocytic trophozoites are similar to described for
Cytauxzoon felis in the United States of America, however highly pleomorphic.

Key words: Cytauxzoon felis simile, morphology, morphometry, trophozoites,
erythrocytes, pleomorphism.
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3.1. Introducéo

A citauxzoonose é uma hemoparasitose determinada por protozoarios do género
Cytauxzoon Neitz & Thomas, 1948 com as espécies Cytauxzoon silvicaprae,
Cytauxzoon strepsicerosi e Cytauxzoon taurotragi acometendo ruminantes domésticos e
silvestres no continente africano, e a espécie Cytauxzoon felis parasitando felideos,
principalmente, nos Estados Unidos da América (EUA) (NEITZ, 1957; WAGNER,
1976; KIER et al., 1982a; 1987; MEHLHORN et al., 1994; UILENBERG, 1995).

A partir do primeiro relato de cytauxzoonose felina descrita por Wagner em
1976, em gatos domésticos provenientes de zonas rurais do Sudoeste do Estado de
Missouri, este Theileriidae vem sendo diagnosticado em outras regides dos EUA e
outros paises, como na Alemanha (JAKOB & WESEMEIER, 1996) e no Brasil
(PEIXOTO et al., 1999; SOARES, 2002). Sua ocorréncia esporadica e fatal em gatos
domeésticos sugere que estes animais sejam hospedeiros acidentais (BLOUIN et al.,
1984; KOCAN et al., 1992; SCOFIELD et al., 1999; SOARES, 2002).

Na América do Norte, os gatos domésticos apresentam um quadro clinico de
infeccdo superaguda ou aguda com anemia hemolitica, severa letargia, paresias
generalizadas, usualmente acompanhadas por febre alta, apatia, ictericia e
ocasionalmente dispnéia (HOOVER et al., 1994; KIER et al., 1987). No entanto, no
Brasil, estudos experimentais, com Cytauxzoon felis simile, revelaram que a
citauxzoonose em gatos doméstico cursa de forma crénica e branda (SCOFIELD et al.,
1999; SOARES, 2002).

InfeccBes naturais em gatos domeésticos pelo vetor infectado, tém sido reportadas
como fatais, ocorrendo o Obito durante as primeiras 24 - 48 horas ap0s o inicio dos
sinais clinicos, embora, em alguns animais o 6bito ocorra apos uma semana (WALKER
et al., 1995). KIER et al. (1982) e GLENN et al. (1983) demonstraram que linces
vermelhos da América do Norte sdo os reservatorios naturais de C. felis, apresentando
geralmente uma infec¢do subclinica, raramente fatal (MacWILLIAMS, 1987; GARNER
et al., 1996). Estas observacoes contrastam com o quadro clinico apresentado por gatos
domeésticos no Brasil (SOARES, 2002).

O ciclo biologico, muitos aspectos da morfologia, morfometria, ultraestrutura e

fisiologia de Cytauxzoon spp; bem como, sua transmissdo e a patogenia da
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citauxzoonose felina ainda ndo estdo bem definidos (MacWILLIAMS, 1987). BLOUIN
et al. (1984), transmitiram com sucesso, C. felis do lince vermelho para gatos
domésticos, por Dermacentor variabilis, confirmando a associacdo entre C. felis e os
dois hospedeiros felideos.

O género Cytauxzoon Neitz & Thomas, 1948 foi assim nominado para referir-se
a dezenas ou centenas de diminutos (0,5 a 0,75 um) corpos circulares regularmente
distribuidos e realizando esquizogonia no citoplasma de histiocitos. Este parasita se
multiplica por fissdo binéria simples em eritrdcitos e por esquizogonia em histiocitos
(NEITZ & THOMAS, 1948; NEITZ, 1956; 1957; KOKAN et al., 1992). C. felis foi
originalmente  descrito  pela observacdo de trofozoitas intraeritrociticos
predominantemente em anel de rubi, alongadas ou puntiformes, medindo 1 a 1,2 um
(WAGNER, 1976). Estas formas possuem a cromatina nuclear basofilica e o citoplasma
cora-se azul-hialino ou cora-se fracamente, e encontra-se freqlientemente no centro ou
excéntrico quanto a localizacdo no eritrécito (KIER et al., 1987; SIMPSON et al.,
1985b; GLENN & STAIR, 1984). No entanto, muitas duvidas existem e pouco se
conhece sobre os detalhes morfolégicos e morfométricos deste agente.

O presente estudo tem como objetivo realizar as caracterizacdes morfoldgica e
morfométrica de formas eritrociticas de C. felis simile em gatos domeésticos, pela

primeira vez, fora dos EUA.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Origem dos isolados de Cytauxzoon felis simile

Foram utilizados dois isolados de C. felis simile, um obtido a partir de onga
pintada (Panthera onca) macho, com cinco anos, e outro a partir de gato-do mato-
pequeno (Felis tigrina = Leopardus tigrinum) macho, com quatro anos, ambos cativos
em um Zooldgico no Municipio de Volta Redonda (altitude = 390m, latitude sul = 22°
31’ 23” e longitude oeste = 44° 06’ 15”) (CIDE, 1997), Estado do Rio de Janeiro
(SOARES, 2002).

3.2.2. Multiplicagéo dos isolados

Seis gatos doméstico (Felis catus), trés para cada isolado, com idade entre seis
meses e um ano, foram inoculados (0,5 ml) por via sub-cutdnea com sangue coletado
dos felinos silvestres doadores, conforme descrito por SOARES (2002). Esses animais
foram doados pelo Centro de Controle de Zoonoses do Municipio do Rio de Janeiro,

Estado do Rio de Janeiro.

3.2.3. Acompanhamento experimental

Os animais foram mantidos em ambiente isolado, segundo recomendagfes do
Servico de Sanidade Animal / Delegacia Federal de Aagricultura/RJ — Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, no biotério do Laboratério de Doencas
Parasitarias — Projeto Sanidade Animal, Municipio de Seropédica (altitude = 26m,
latitude sul = 22° 44° 38” ¢ longitude oeste = 43° 42’ 27”) (CIDE, 1997), Estado do Rio
de Janeiro. Esses foram alimentados com agua e racdo para gatos, ad libitum e foram

acompanhados pelo periodo de um ano.
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3.2.4. Coleta e processamento do material

Esfregacos foram confeccionados, a cada trés dias, a partir de sangue obtido por
venopuncdo de vasos marginais da orelha, dos seis animais e durante toda a fase
experimental. Os esfregacos sangtiineos periféricos foram secos ao ar, fixados em &lcool
metilico absoluto e corados pelo Giemsa diluido em tampdo sorensen pH 6,8
(LUBINSKY, 1960).

3.2.5. Anédlises microscopicas morfoldgica e morfométrica

Para as avaliagdes morfologica e morfométrica das formas parasitarias
eritrociticas de C. felis simile, toda a extensdo do esfregaco sangiiineo foi analisada.
Estas avaliagBes foram feitas em trés momentos: no inicio da parasitemia, no meio do
curso da infeccdo e no final do curso da infec¢do (quando do ébito natural ou sacrificio
do animal), segundo metodologia descrita por SOARES (2002).

A analise morfoldgica descritiva foi realizada com o auxilio de um microscépio
foténico (Leitz Wetzalar — Dialux 20 EB) sob objetiva de imersdo (100 X). Para a
analise morfomeétrica, acoplou-se a este microscopio uma ocular micrométrica (Wild-
pZo), com aumento de 15X. Foram mensurados o didametro maior (DM), o diametro

menor (dm) e o indice morfométrico (IM= dm/DM) de cada forma parasitaria.

3.2.6. Fotomicrografias

As fotomicrografias das formas parasitarias eritrociticas de C. felis simile foram

realizadas com o auxilio de uma camara fotografica acoplada ao microscopio optico

fotbnico (Polarizing microscops, Zeiss Jenapol) com ocular de 10x e objetiva 100x.

Utilizou-se filme para fotos coloridas em papel (Ultra Gold — asa 100, Kodak).
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3.2.7. Analises estatistica e grafica

Para a avaliacdo quantitativa dos dados experimentais foram utilizados o método
de analise da variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para a analise de médias, com
intervalo de confianca de 5% (ZAR, 1999). Foram contrastados 0s parametros
morfométricos relativos ao DM, o dm e o IM das formas eritrociticas de C. felis simile
entre 0s animais de cada isolado, e a comparacao entre os dois isolados.

Utilizou-se o programa computacional Microsoft Excel™ (Microsoft) para a

analise para a montagem de planilhas de dados e o tratamento grafico dos dados.
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3.3. Resultados

3.3.1. Caracterizagdes morfologica e morfométrica

A caracterizagdo de 1.605 trofozoitos de C. felis simile, nos seis gatos
domeésticos (Felis catus) inoculados experimentalmente com dois isolados (trés para
cada isolado), possibilitou as seguintes descri¢des, morfoldgicas e morfométricas, para
0s tipos parasitarios intraeritrociticos:

Puntiforme: apresenta cromatina nuclear em forma de ponto, citoplasma pouco
evidente e mede 1,80+0,24 x 1,60+0,19um (Fig. 2 A, B e C).

Piriforme: apresenta formato de péra com uma extremidade afilada e a outra
romba onde localiza-se o nucleo, e mede 2,32+0,60 x 1,73+0,32um (Fig. 3 A, B e C).

Anel de rubi: possui cromatina nuclear arredondada e bem proeminente em um
dos polos do parasito, citoplasma anelar bem evidente, e mede 2,21+0,34 X
1,86+0,29um (Fig. 3A,B e C).

Ovodide: possui cromatina nuclear condensada em formato de virgula ou
arredondada, citoplasma hialino bem definido, e mede 2,18+0,36 x 1,94+0,35um (Fig. 4
A, Be(C).

Alongada: apresenta nucleo condensado e regido citoplasmatica extensa quando
comparada com as demais formas, e mede 2,45+0,34 x 1,76+0,29um (Fig. 5 A, Be C).

Tétrade: semelhante & cruz-de-Malta, resulta de divisdo binaria, observando-se
quatro trofozoitas semelhantes a pequenas formas piriformes com cromatina nuclear
diminuta podendo estar localizada tanto na extremidade afilada quanto na extremidade
romba; possui o citoplasma pouco evidente, e mede 1,80+0,10 x 1,56+0,09 um (Fig. 6
A, BeC).

A caracterizacdo morfologica de todos os trofozoitas de C. felis simile, em
ambos isolados, revelou o predominio das formas dos tipos ovoide e em anel-de-rubi, na
avaliacdo da média geral de um ano de andlise (Fig. 8 € 9).

Nos trés animais inoculados com o isolado obtido a partir de onca pintada (P.
onca), pode-se observar o predominio das formas dos tipos ovéide e em anel-de-rubi em
todas as trés fases analisadas (Fig. 8). A mensuracdo media do agente foi de 1,91+0,32 x
1,53+0,26um e IM = 0,79£0,08, com variacdo métrica de 1,56 x 1,19um com IM = 0,66
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(minima) até 2,52 x 2,05um com IM = 0,90 (méaxima) (Tab. 3). Nos animais inoculados
com isolado de gato-do-mato pequeno (F. tigrina = Leopardus tigrinum), na primeira
fase houve o predominio das formas dos tipos ovéide e em anel-de-rubi, e na segunda e
terceira fase as formas ovdide, anel-de-rubi e alongada predominaram (Fig. 9). A
mensuracdo média do agente foi de 2,34+0,36 x 2,00£0,28um e IM = 0,84+0,07, com
variacdo métrica de 1,90 x 1,62um com IM= 0,73 (minima), até 2,87 x 2,37 um com IM
= 0,93 (maxima) (Tab. 4).
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Fig.3. Cytauxzoon felis simile. A, B, C, Eritrocitos parasitados (—)

por formas puntiformes apresentando cromatina nuclear em forma de
ponto e citoplasma claro, porém bem delimitado. A, Presenca de
plaquetas (p). Corados pelo método Giemsa (1.000x).

37



Fig. 4. Cytauxzoon felis simile. A, Eritrocito parasitado (—) por uma
forma piriforme com uma extremidade afilada e a outra romba onde
localiza-se o nulcleo; presenga de neutrdfilo (n) e plaqueta (p). B,
Forma piriforme presente na figura A com maior aproximacao (—).
C, Forma piriforme parasitando eritrécito (—). Corados pelo método
Giemsa (1.000x)
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B

Fig. 5. Cytauxzoon felis simile. A, Eritrdcito parasitado (—) por forma
em anel de rubi com cromatina nuclear arredondada, bem proeminente
em um dos poélos do parasito e citoplasma anelar bem evidente;
presenca de um neutréfilo jovem (nj) e um neutréfilo maduro (n). B, C,
Formas em anel de rubi infectando eritrocitos em maior aproximacao

(—). Corados pelo método Giemsa (1.000x).
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Fig. 6. Cytauxzoon felis simile. A, Eritrocitos parasitados (—) por

formas ovoides com cromatina nuclear condensada em formato de meia
lua e citoplasma claro bem definido; presenca de eosinofilos (e),
neutréfilo (n) e leucécito em degeneracdo (L). B, C, Formas ovdides,
em maior aproximacdo, infectando eritrocitos (—). Corados pelo
método Giemsa (1.000x).
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Fig. 7. Cytauxzoon felis simile. A, Eritrdcito infectado (—) por uma

forma alongada com ndcleo hipercroméatico e citoplasma extenso;
presenca de leucécito em degeneracdo (L). B, Forma alongada
parasitando eritrocito (—) localizado abaixo de um eosinéfilo (e). C,
Eritrocito infectado (—) por uma forma alongada. Corados pelo método
Giemsa (1.000x).
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e

Fig. 8. Cytauxzoon felis simile. A, Formas em tétrade semelhantes a
Cruz-de-Malta (—) e presenca de outros tipos morfologicos infectando
eritrocitos. B, Eritrocito parasitado por uma forma em tétrade, resultante
de divisdo binaria; observam-se quatro trofozoitas semelhantes a
pequenas formas piriformes com cromatina nuclear diminuta localizada
em uma das extremidades (—) . C, Forma em tétrade desarmada com
quatro trofozoitas localizados na regido mediana do eritrocito (—).

Corados pelo método Giemsa (1.000x).

42



3.3.2. Analises estatistica e grafica

A andlise estatistica dos 790 trofozoitos provenientes do isolado da onca pintada,
revelou diferenca significativa (P < 0,05) quanto ao dm, para o tipo morfologico
puntiforme na mensuragédo da primeira fase com as demais, e quanto ao IM da terceira
fase e as demais. Quanto aos DM e dm, houve diferenca para a forma ovdide da
primeira para as demais fases. Para a forma alongada houve diferenca entre o IM da
terceira fase e as demais. A analise entre os tipos morfoldgicos da segunda fase revelou
diferenca (P < 0,05) quanto ao dm das formas puntiforme e ovoide, e as demais formas.
Houve diferenca significativa (P < 0,05) quanto ao DM da forma ovdide e as demais
formas. Na terceira fase 0 dm da forma puntiforme diferiu de todas as formas, exceto
ovoide; e o seu IM so6 ndo diferiu da forma alongada. Para a forma ovoide o DM diferiu
de todas as formas (P < 0,05); o dm s6 ndo diferiu da forma puntiforme e, o IM diferiu
das formas puntiforme e alongada (P < 0,05). Houve diferencga significativa (P < 0,05)
guanto ao IM da forma alongada e as demais, exceto para a forma puntiforme (Tab. 3).

A anélise estatistica dos 815 trofozoitos provenientes do isolado do gato-do-
mato pequeno, revelou diferenga significativa (P < 0,05), quanto ao dm, para o tipo
morfolégico em anel-de-rubi entre a primeira e a segunda fase; e no DM da terceira.
Para o tipo morfologico ovdide houve diferenca (P < 0,05) para DM e dm entre a
primeira fase e as demais. Para a forma alongada houve diferenca (P < 0,05) entre o dm
da terceira fase e as demais. A analise entre os tipos morfoldgicos revelou diferenca (P
< 0,05), quanto ao dm e DM da forma puntiforme e as demais; e seu IM sé nédo diferiu
da forma tétrade. Quanto ao DM da forma anel-de-rubi, houve diferenca (P < 0,05)
entre todas as formas exceto da ovoéide; e quanto ao dm diferiu das formas puntiforme,
piriforme ovaide e tétrade, e 0 IM s6 ndo diferiu das formas alongada e tétrade. A forma
ovoide sO néo diferiu quanto ao DM da forma alongada; o dm diferiu de todas as formas
e 0 IM s0 néo diferiu da tétrade. Quanto ao DM da forma alongada, houve diferenca (P
< 0,05) entre as formas puntiforme, anel-de-rubi e tétrade; quanto ao dm houve
diferenga entre todas as formas; o IM s nédo diferiu da forma em anel. O DM e o dm da
forma em tétrade diferiu de todas as outras e o IM so diferiu da piriforme (Tab. 4).

A andlise estatistica entre as médias dos isolados estudados demonstrou
diferenga significativa entre DM, dm e IM dos trofozoitos da ong¢a quando comparado
aos do isolado do gato-do-mato (Tab. 5). Esta observacéo indica pleomorfismo entre os

isolados estudados.
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Fig. 9. Distribuicdo percentual dos tipos morfoldgicos eritrociticos de
Cytauxzoon felis simile em gatos domésticos infectados experimentalmente
com isolado de onca pintada (Panthera onca). Analise da média geral da
dindmica de infeccdo de trés gatos positivos durante o periodo experimental,

em diferentes fases.



Tab. 3. Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica de Cytauxzoon felis simile em gatos domésticos (n = 3) infectados com isolado de Panthera onca

naturalmente parasitado. Analise de diferentes tipos morfoldgicos intraeritrocitico em trés coletas.

Tipos morfolégicos (790)"

Coleta  Variaveis Puntiforme Piriforme Anel-de-rubi Ovoide Alongada Tétrade
(DMxdm)™(um)  IM™"  (DMxdm)"(um)  IM™" (DMxdm) " (um) M (DMxdm)™(um)  IM™"  (DMxdm)"(um)  IM™ (DMxdm)”"(um) M
e 1,322£031x  0,86° 2,32* +0,40 x 0,718+ 2,05 + 0,40 x 0,82+ 2,06% 0,41 x 0,86° £ 2,30°+ 0,24 x 0,718+ - -
Valores 1,502 +0,08 0,11 1,672 £0,32 0,05 1,68* 0,29 0,07 1,812+ 0,41 0,10 1,66°+ 0,27 0,07
Minimo
1,60 x 1,47 0,81 1,88x1,33 0,65 1,63x1,34 0,72 1,33x1,14 0,55 2,10x1,34 0,62 - -
1 Méximo
1,95 x 1,56 0,92 2,85x2,21 0,80 2,82x2,31 0,91 3,09 x 2,86 1,00 2,65 x 2,03 0,79 - -
Total de
formas 6 15 37 175 17 -
e 1,482£025x  0,83% £ 2.01* +0,31x 0,74* + 1,90° £ 0,33 x 0,78+ 1,93 + 0,35 x 0,86% + 2,03*+ 0,28 x 0,62° + 1,82+0,11 x 0,92+
Valores 1,22°+0,21 0,10 1,49% +£0,24 0,10 1,48 £ 0,27 0,08 1,67°+0,33 0,08 1,26* £ 0,34 0,10 1,67 +£0,12 0,08
Minimo
) 1,15x 0,96 0,68 1,62x1,22 0,62 1,53x1,27 0,62 1,37x1,11 0,67 1,66 x 0,94 0,48 1,67 x 1,50 0,82
Méximo
1,88 x 1,55 0,94 2,38x 1,85 0,89 2,74x2,13 0,90 2,95 x 2,56 1,00 2,46 x 1,76 0,77 1,92 x1,75 1,00
Total de
formas 19 18 37 196 29 1
wo 1B47£029x  091°+  1,93* £0,38x  069°t  1,92°+0,32x 0,79+ 182°+033x 088  216°+03lx 069+
Valores 1,40°+ 0,29 0,05 1,31% £0,24 011 1,54°+0,28 0,07 1,59+ 0,31 0,08 1,49°+0,24 0,03 . .
Minimo
3 1,21 x 1,10 0,82 1,47 x0,78 0,42 1,55x 1,25 0,66 1,24 x1,01 0,71 1,83x1,24 0,64 - -
Méximo
2,02 x 1,90 0,99 2,44 x 1,65 0,86 2,62x2,19 0,89 2,81 x2,56 1,00 2,56 x 1,88 0,73 - -
Total de
formas 28 19 35 139 19 -
e 159A+026x 087°+  2078+037x 0728  1968€+035x  0,80°BC  194BCD+(036x 0,86°B 2,16* + 0,28 x 0,67% 1,82+0,11 x 0,92 +
Valores 1,374+0,19 0,08 1,488 +0,27 + 1,578¢+ 0,28 + 1,69° +0,35 Ch+ 1,47%CE £ 0,28 + 1,67 +£0,12 0,08
0,09 0,08 0,09 0,05
- Minimo
Média 1,32x 1,17 0,77 161x1,14 0,62 1,57 x1,24 0,66 1,31x 1,09 0,64 1,87x1,14 0,61 1,67 x 1,50 0,82
Méximo
1,95 x 1,67 0,95 2,55 x 1,90 0,86 2,73x2,21 0,90 2,92 x 2,66 1,00 2,56 x 1,89 0,76 1,92 x 1,75 1,00
Total de
formas 53 52 109 510 65

*  Numero total de formas analisadas.

**  Diametro maior (DM) e diametro menor (dm). Valores em micrometro (um).

*** [ndice morfométrico (IM = dm/DM).

**** \Jalores em média + desvio padréo.

Letras mindsculas diferentes dentro da mesma coluna indicam diferenga estatistica (P < 0,05).
Letras maiusculas diferentes dentro da mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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Fig. 10. Distribui¢do percentual dos tipos morfoldgicos eritrociticos de
Cytauxzoon felis simile em gatos domésticos infectados
experimentalmente com isolado de gato-do-mato pequeno (Leopardus
tigrinus). Analise da média geral da dinamica de infeccdo de trés gatos

positivos durante o periodo experimental, em diferentes fases.



Tab. 4. Caracterizagdo morfoldgica e morfométrica de Cytauxzoon felis simile em gatos domésticos (n = 3) inoculados com isolado de Felis tigrina naturalmente parasitado.

Analise de diferentes tipos morfoldgicos intraeritrocitico em trés coletas.

Tipos morfoldgicos (815)"

Coleta  Variaveis Puntiforme Piriforme Anel-de-rubi Ovoide Alongada Tétrade
(DMxdm)™(um)  IM™"  (DMxdm)™(um) M (DMxdm)™(um)  IM™"  (DMxdm)"(um)  IM7"  (DMxdm)”"(um) IM""  (DMxdm)™(um) M
e 1852+ 0,19x 0,882+ 2282+ 043X 0,752+ 2242+ 037x 0852 2,282+ 0,34 x 0,892 2,582+ 0,43 x 0,73® 1,632+ 0,09 x 0,822+
Valores 1,63+ 0,19 0,06 2,232+ 0,18 0,11 1,88+ 0,27 + 2,032+ 0,31 + 1,87+ 0,26 + 1,332+ 0,06 0,05
0,07 0,06 0,08
Minimo
1 1,61x1,34 0,80 1,96 x 1,58 0,67 1,65 x 1,46 0,71 1,53x1,38 0,74 2,02 x 1,49 0,58 1,45x1,25 0,75
Maximo
2,25 x 1,90 0,97 2,59 x 1,87 0,82 2,91 x1,99 0,97 3,06 x 2,72 1,00 3,56 x 2,35 0,88 1,72x1,43 0,87
Total de
formas 27 11 41 178 39 4
e 2467+ 0,22x 0922+ 2862+ 0,38x 0,762+ 2,70%+ 0,37x 090%+ 2,71°+ 0,40 x 0,912 2,772+ 0,39 x 0,75% 2,10+ 0,08x 0,86°+
Valores 2,272+ 0,17 0,05 2,182+ 0,39 0,09 2,43+ 0,38 0,06 2,46° + 0,39 + 2,09%+ 0,30 + 1,802+ 0,07 0,06
0,06 0,07
Minimo
2 2,20 x 2,05 0,85 2,44 x 1,67 0,66 2,20 x 2,18 0,76 1,88 x 1,77 0,77 2,16 x 1,61 0,59 1,96 x 1,73 0,78
Méximo
2,80 x 2,51 0,98 3,39 x 2,59 0,87 3,39 x 3,24 0,97 3,57 x 3,30 1,00 3,45 x 2,56 0,79 2,18 x 1,87 0,95
Total de
formas 19 14 44 176 a4 3
e 1,737+ 025x 0932+ 2562+ 1,01x 0,822+ 2,19+ 026x 0,86%+ 227+ 0,39x 0912 2,702+ 0,44 x 0,772
Valores 1,612+ 0,23 0,05 2,042+ 0,48 0,17 1,910+ 0,28 0,06 2,08+ 0,37 + 2,22"x0,42 + - -
0,06 0,09
Minimo
3 1,46 x 1,34 0,85 2,25 x 1,87 0,74 1,73x1,52 0,78 1,55 x 1,42 0,73 2,30 x 1,84 0,65 - -
Méximo
1,96 x 1,84 0,98 3,06 x 2,23 0,89 2,72 x2,39 0,97 3,03x2,75 1,00 3,27 x 2,77 0,85 - -
Total de
formas 31 8 25 125 26 -
e 201A%023x 092”2578+ 048 x 0,788+ 246C+ 034x 087°+ 242D+ 037x 090° 274BPE + 041x 0,75 1,79F + 0,09 x  0,81ACPE
Valores 1,844+ 0,20 + 1,988 + 0,37 0,11 2,158¢ + 0,31 0,07 2,198° + 0,36 + 2,068CF + 0,30 CF % 1,46F + 0,07 +
0,05 0,06 0,08 0,05
Média Minimo
1,75x1,58 0,84 2,22x1,71 0,71 1,95x1,71 0,75 1,64 x 1,52 0,72 2,16 x 1,65 0,62 1,67x1,38 0,75
Méximo
2,34 x 2,08 0,97 2,88x2,23 0,86 3,09x2,73 0,98 3,22 x2,93 1,00 3,42 x 2,51 0,84 1,88 x 1,56 0,88
Total de
formas 77 33 110 479 109 7

* NUmero total de formas analisadas.

**  Diametro maior (DM) e didmetro menor (dm). Valores em micrémetro (um).

*** [ndice morfométrico (IM = dm/DM).
**** \Jalores em média + desvio padréo.
Letras mindsculas diferentes dentro da mesma coluna indicam diferenga estatistica (P < 0,05).

Letras mailsculas diferentes dentro da mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).



Tab. 5. Caracterizacdo morfométrica de formas intraeritrociticas de Cytauxzoon felis simile em gatos domésticos. Analise da média geral,
de cada coleta, entre dois isolados.

Isolado Onga - Média Geral (790) "

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Media
Variaveis  (DMxdm)™ IM™ (DMxdm)™ IM™ (DMxdm)™ IM™ (DMxdm)™ IM™
(nm) (nm) (nm) (nm)
Valores™ ™ 2,01+0,35x 0,79+0,08 1,86+027x 0,79+0,09 187+033x 0,79+006 1,918+0,32x 0,798 +
1,66 + 0,27 1,46 + 0,25 1,47 +0,27 1,538+ 0,26 0,08
Minimo 1,71x1,32 0,67 1,50 x 1,17 0,65 1,46 x 1,08 0,65 1,56 x 1,19 0,66
Méaximo 2,67 x2,19 0,88 2,39 x1,93 0,92 2,49 x 2,04 0,89 2,52 x 2,05 0,90
Isolado Gato-do-mato - Média Geral (815) "
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Média
Variaveis  (DMxdm)™ IM™ (DMxdm)™ IM™ (DMxdm)™ IM™ (DMxdm)™ IM™
(nm) (nm) (nm) (nm)
Valores™ 2,14+0,31x 0,82 + 260+0,31x 085+ 229+0,47x 0,86 + 2,344+0,36x 0,84 +
1,83+0,21 0,07 2,20+ 0,28 0,06 1,97 + 0,36 0,09 2,00 +£0,28 0,07
Minimo 1,70 x 1,42 0,71 2,14 x 1,83 0,73 1,86 x 1,60 0,75 1,90 x 1,62 0,73
Méaximo 2,68 x 2,04 0,92 3,13 x 2,68 0,93 2,81 x 2,40 0,94 2,87 x 2,37 0,93

*  Numero total de formas analisadas.

**  Didmetro maior (DM) e didmetro menor (dm). Valores em micrometro (um).
*** [ndice morfométrico (IM = dm/DM).

**** Valores em média + desvio padrao.

Letras diferentes indica diferenca estatistica (P < 0,05).
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3.4. Discussao

O agente etiologico da doenca fatal para gato doméstico, semelhante a
citauxzoonose dos ungulados africanos foi inicialmente diagnosticado, nos EUA,
baseado nos caracteres morfologicos e bioldgicos, especialmente das formas
esquizogobnicas, sendo tentativamente classificado como pertencente ao género
Cytauxzoon Neitz & Thomas, 1948, familia Theileriidae (WAGNER, 1976; WAGNER
etal., 1976; UILENBERG, 1995).

As espécies pertencentes aos géneros Cytauxzoon e Theileria sdo caracterizados
por apresentarem uma fase de ciclo bioldgico eritrocitica e uma fase esquizogdnica nédo-
eritrocitica, o que difere das espécies da familia Babesiidae que apresentam somente uma
fase eritrocitica (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; KOCAN et al., 1992; KAKOMA &
MEHLHORN, 1994; MEHLHORN et al., 1994). As formas eritrociticas de parasitos
desses géneros, sdo similares aquelas apresentadas pelas pequenas babésias (B. microti,
B. equi, B. brasiliensis, B. rhodaini), sendo muitas vezes indistinguiveis pela
microscopia fotdnica (GLENN et al., 1982). No entanto, a caracterizacdo morfoldgica e
morfométrica dos theilerideos demonstra que estes possuem peculiaridades proprias,
como as verificadas no presente trabalho.

As formas eritrociticas de C. felis encontradas em gatos domésticos naturalmente
e/ou experimentalmente infectados, apresentam-se usualmente em um ou dois
trofozoitos, eventualmente trés ou quatro (tétrade ou em cruz-de-malta), podendo, ainda,
ser ovais, arredondadas, anaplasmdides (= puntiforme), piriformes, em anel-de-rubi e
alongadas. As formas arredondadas e em anel-de-rubi séo, no entanto, descritas como as
mais comuns (WAGNER, 1976; SIMPSON et al., 1985b; KIER et al., 1987; BUTT et
al., 1991; HOOVER et al., 1994). Nas especies C. strepsicerosi e C. sylvicaprae, que
infectam ungulados silvestres e domésticos na Africa, as formas eritrociticas apresentam-
se ovoide (0,8-1,1um por 1,5-2,0um), forma em virgula (0,5-0,9um por 2,0-2,5um) e
arredondada (2,0-2,5um) (NEITZ, 1956). Usualmente para C. felis a cromatina nuclear
apresenta-se basofilica, em geral periférica, com citoplasma azul-hialino ou fracamente
corado; as formas localizam-se geralmente no centro do eritrocito ou em posicao
excéntrica (WAGNER, 1976; GLENN & STAIR, 1984; SIMPSON et al., 1985b; KIER
etal., 1987).



Cytauxzoon felis simile tem sido identificado também em eritrocitos de linces
(KIER et al., 1982a; GLENN et al., 1983), guepardo (Acinonyx jubatus) (ZINKLE et al.,
1981), pantera da Florida (Felis concolor coryi) (BUTT et al., 1991), tigre de bengala
(JAKOB & WESEMEIER, 1996), onca pintada (P. onca) e gato-do-mato pequeno (F.
tigrina) (SOARES, 2002).

As variagbes morfologicas nos trofozoitos de C. felis simile observadas no
presente trabalho comparados com as descricbes acima sdo muito semelhantes e
apresentam como tipos morfoldgicos predominantes as formas ovoéide e anel de rubi.
Estas devem ser consideradas importantes no diagnoéstico hemoscopico da citauxzoonose
felina no Brasil.

A diferenca morfométrica verificada entre os isolados de C. felis simile pode ser
decorrente de fenémenos bioldgicos inerentes ao processo de adaptacdo dos isolados em
seus respectivos hospedeiros. Este fato é registrado em microrganismos, especialmente,
protozoarios, e muitas das vezes esta relacionado a mecanismos de evasdo do parasito as
respostas imunoldgicas do hospedeiro (ALLSOPP et al., 1994; BERENDT et al., 1994;
KAKOMA & MEHLHORN, 1994; MEHLHORN et al., 1994), onde populaces do
mesmo patdgeno podem ser formadas dentro, até mesmo, de um mesmo hospedeiro
(COX, 1994; HOLDER, 1994; MEHLHORN & SCHEIN, 1984; SELL et al., 1996).
Como também, pode ocorrer fases limitadas do ciclo biolégico do parasito, dentro de um

hospedeiro, como foi descrito para a esquizogonia de C. felis (BLOUIN et al., 1987).
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4. CAPITULO Il

Ultraestrutura de formas eritrociticas de Cytauxzoon felis simile



Resumo

Realizou-se um estudo por microscopia eletronica de transmisséo, de trofozoitos
intraeritrociticos de Cytauxzoon felis simile, em gatos domésticos experimentalmente
infectados com um isolado brasileiro proveniente de onca pintada (Panthera onca).
Formas parasitarias alongadas foram predominantes, observando-se também formas
esféricas e em divisdo. Os trofozoitos apresentaram membrana citoplasmatica dupla;
delgada, nucleo excéntrico, circundado por uma membrana dupla; mitocondrias atipicas,
ndo pregueadas, com dupla membrana e localizada no polo oposto ao nucleo, e vactolos
digestivos limitados por dupla membrana. Microtdbulos extranucleares, ribossomos,
reticulo endoplasmatico e lisossomos foram observados dispersos pelo citoplasma do
trofozoito. Foram visualizados, citostoma com dupla membrana e pregas citoplasmaticas
interligando formas parasitarias durante o processo de divisdo binéria. N&o foi verificado
vacuolo parasitéforo nos eritrocitos parasitados por trofozoitos de C. felis simile.

Palavras chave: Cytauxzoon felis simile, trofozoitos, ultraestrutura, microscopia

eletrdnica de transmisséao.
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Abstract

A transmission electron microscopy study was carried out on Cytauxzoon felis
simile erythrocytic trophozoites from domestic cats experimentally infected with a
Brazilian isolate from jaguar (Panthera onca). Elongated parasitic forms were
predominat, but spherical and in division forms were also seen. Trophozoites showed
double cytoplamatic membrane, excentric single nucleus surrounding by double
membrane, nonplicated mitochondria with a double membrane and usually situated
opposite to the nucleus, and double-walled food vacuole. Extra nuclear microtubules,
ribosome, endoplasmic reticulum and lisosome are present dispersed in the cytoplasm. C.
felis simile trophozoites have cytostome with double membrane and cytoplasmatic bridge
between parasitic forms in division process. No parasitophorous vacuole was found in C.
felis simile trophozoites parasitized erythrocytes.

Key words: Cytauxzoon felis simile, trophozoites, ultrastructure, transmission electron

microscopy.
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4.1. Introducao

A citauxzoonose felina € uma doenca, aguda e fatal para gatos domésticos nos
Estados Unidos da América (WAGNER, 1976; 1980; KIER et al., 1982a; 1987), e
cronica e branda para estes animais no Brasil (SOARES, 2002). Esta enfermidade é
causada pelo protozoario Cytauxzoon felis (subfilo Apicomplexa, ordem Piroplasmida,
familia Theileriidae), que tem como transmissor, experimentalmente reconhecido, o
carrapato Dermacentor variabilis (WAGNER, 1976; KIER, 1979; BLOUIN et al., 1984;
1987; MEHLHORN et al., 1994).

Os parasitos da familia Theileriidae sdo caracterizadas biologicamente por
realizarem no hospedeiro vertebrado um ciclo esquizogbnico e um com divisao binaria
simples no eritrocitico (NEITZ, 1956; KOCAN et al., 1992; MEHLHORN et al., 1994;
UILENBERG, 1995). As espécies pertencentes ao género Cytauxzoon realizam
esquizogonia em histiocitos de varios 6rgdos como figado, baco, pulmao, coracdo, rins,
linfonodos e cérebro, onde determina oclusdo parcial ou total de vasos sanguineos
(BROCKLESBY, 1962; KIER et al., 1987; KOCAN et al., 1992; GARNER et al.,
1996); enquanto que espécies do género Theileria se multiplicam tipicamente em
linfdcitos circulantes (NEITZ, 1956; 1957; MEHLHORN et al., 1994).

As formas intraeritrociticas de C. felis tém sido observadas em esfregacos
sanguineos de linces, pumas, guepardo, tigre de bengala, tigre branco, onca pintada,
gato-do-mato pequeno, gato doméstico e ovinos (KIER et al., 1982a; 1987; GARNER et
al., 1996; JAKOB & WESEMEIER, 1996; SOARES, 2002).

As descricbes morfolégicas de formas intraeritociticas deste agente tém sido
realizadas baseando-se em aspectos observados por microscopia foténica (FERRIS,
1979; ZINKL et al., 1981; MEIER & MOORE, 2000). Poucos sdo 0s conhecimentos de
ultraestrutura de Cytauxzoon spp, os trabalhos relatam principalmente alguns detalhes
das formas esquizogonicas teciduais (SIMPSON et al., 1985a; KOCAN et al., 1992) e
muitas duvidas persistem quando a essas formas e as intraeritrociticas (SIMPSON et al.,
1985b; KOCAN et al., 1992; UILENBERG, 1995; GARNER et al., 1996). Ademais, as
informacOes existem para ambas as formas foram baseadas em dados obtidos por
microscopia eletronica de Theileria spp (MEHLHORN et al., 1994).

O presente estudo teve como objetivo descrever aspectos ultraestruturais, por
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microscopia eletronica de transmissdo, de formas evolutivas eritrociticas de Cytauxzoon

felis simile em gatos domésticos no Brasil.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Origem e multiplicagdo de Cytauxzoon felis simile

Foi utilizado um isolado de C. felis simile, obtido a partir de uma onga pintada
(Panthera onca), macho, com cinco anos de idade, naturalmente parasitada, cativa em
um Zooldgico no Municipio de Volta Redonda (altitude = 390m, latitude sul = 22° 31’
23” e longitude oeste = 44° 06’ 15”) (CIDE, 1997), Estado do Rio de Janeiro (SOARES,
2002).

Dois gatos doméstico (Felis catus), machos, com idade entre seis meses e um
ano, foram inoculados (1,0 ml) por via sub-cutdnea com sangue coletado do felino
silvestre doador. Cada gato recebeu dois indculos com intervalo de trinta dias entre eles.
Esses animais foram doados pelo Centro de Controle de Zoonoses do Municipio do Rio

de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro.

4.2.2. Acompanhamento experimental

Os animais foram mantidos em ambiente isolado, segundo recomendacdes do
Servico de Sanidade Animal / Delegacia Federal de Aagricultura/RJ — Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, no biotério do Laboratério de Doencas
Parasitarias — Projeto Sanidade Animal, Municipio de Seropédica (altitude = 26m,
latitude sul = 22° 44’ 38” e longitude oeste = 43° 42’ 27”) (CIDE, 1997), Estado do Rio
de Janeiro. Esses foram alimentados com &gua e racdo para gatos, ad libitum e foram
acompanhados pelo periodo de um ano.

Ap0s inoculacdo experimental, os gatos foram observados diariamente quanto aos

pardmetros clinicos. Esfregacos foram confeccionados, a cada trés dias, a partir de
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sangue obtido por venopuncdo de vasos marginais da orelha, dos dois animais e durante
todo o periodo experimental. Os esfregagos sanguineos periféricos foram secos ao ar,
fixados em alcool metilico absoluto e corados pelo Giemsa diluido em tampé&o sorensen
pH 6,8 (LUBINSKY, 1960). Para processamento por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), coletou-se sangue dos animais quando esses apresentaram
parasitemia de 0,29% e 0,98%, para 0 gato 1 e 0 gato 2, respectivamente.

4.2.3. Procedimento para microscopia eletronica de transmissao

O sangue dos dois gatos domésticos foi coletado por venopuncéo radial em tubos
de ensaio do tipo vacuntainer contendo anticoagulante citrato-fosfato-dextrose. O sangue
mantido sob refrigeracdo, foi levado ao Laboratério de Microscopia Eletronica do
Departamento de Biofisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Campus da
UFRJ, onde foi processado para analise microscopica.

As amostras foram fixadas em solucdo tampdo caccodilato 0,1M, pH 7,3,
adicionado de gluataraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% e sacarose a 5%, durante
duas horas em temperatura ambiente, segundo protocolo de rotina do Laboratério. Em
seguida, o sangue foi lavado por centrifugacdo, em solucdo tampéo caccodilato 0,1M, pH
7,3, adicionado de sacarose a 5%; trés vezes, a 10.000 rpm, por dois minutos.

A pos-fixacdo do material foi realizada com tetroxido de dsmio (OsT4) a 1%
adicionado do ferricianeto de potassio a 0,8%, durante 30 minutos, a 4 °C. Apds esta
etapa as amostras foram lavadas por centrifugacdo como descrito anteriormente. Apés a
lavagem, o pellet obtido foi submetido a desidratacdo em série crescente de acetona (50,
70, 90 e 100%) permanecendo 15 minutos em cada dilui¢cdo, em temperatura ambiente.

O material desidratado foi cortado em microfragmentos e incluido em acetona-
epon em dilui¢des decrescentes (2:1 acetona-epon, 1:1 acetona-epon e 1:2 acetona-epon),
durante duas horas cada, até a utilizacdo do epon puro por oito horas, em temperatura
ambiente. Posteriormente, os microfragmentos foram colocados em moldes plasticos e

emblocados em epon puro por 48 horas, em temperatura de 60 °C.

4.2.3.1. Ultracortes
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Foram confeccionados ultracortes com espessura de 75 nm, utilizando navalha de
diamante, em ultramicrétomo automatico (Ultracut, Reichert). Apds microtomia, 0s
cortes foram distendidos sobre agua em temperatura ambiente e montados em
microgrades para MET. Realizou-se a contrastacdo dos preparados com acetato de
uracila, por 45 minutos e citrato de chumbo por mais cinco minutos. Posteriormente, as
amostras foram lavadas e secas em estufa a 37 °C, durante cinco minutos e examinadas

em microscoépio eletrénico de transmissdo (Zeiss EM 900).

4.2.4. Fotomicrografias

As fotomicrografias de ultraestrutura de C. felis simile foram realizadas com o
auxilio de uma camara fotografica acoplada ao microscépio eletrénico de transmissao,
sob diferentes aumentos. Utilizou-se filme para fotos preto e branco em papel (asa 100,
Kodak).
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4.3. Resultados

Por meio da analise por MET de trofozoitos eritrociticos de C. felis simile foi
possivel observar, predominantemente, formas parasitarias do tipo alongadas em
diferentes fases de desenvolvimento (Fig.10 A, B e C). Outras formas, em
desenvolvimento, também foram observadas como formas esféricas e em tétrade com
trofozoitas interligados por pregas citoplasmaticas (forma de cruz-de-Malta) (Fig. 11 A e
C). Verificou-se, ainda, um agrupamento de 12 trofozoitas em processo de separacdo e
individualizagdo (Fig. 11 B).

Os trofozoitos de C. felis simile foram caracterizados por apresentarem limitados
por dupla membrana citoplasmatica delgadas (Fig. 10 e 11). Possuem um unico ndcleo
excéntrico circundado por uma membrana dupla delgada, e ocupa completamente um
dos polos do parasito (Fig. 10 e 11).

Apresenta mitocondrias atipicas, sem cristas, com dupla membrana bem
delimitadas e localiza-se, em geral, no pélo oposto ao do nucleo (Fig. 10 A). Os vacuolos
digestivos sdo limitados por dupla membrana, alguns contém em seu interior estroma de
eritrocitos, e uns apresentam-se mais eletrodensos que outros (Fig. 10 A, B e C).

Microtabulos extranucleares, ribossomos, reticulo endoplasmatico e lisossomos
encontram-se dispersos por todo o citoplasma do trofozoito (Fig.10 ). Citéstoma com
dupla membrana também pdde ser observado (Fig.10 A). Pregas citoplasmaticas podem
ser visualizadas interligando trés formas durante o processo de divisdo binéria (Fig. 112
A). Nao foi observado vacuolo parasitéforo em nenhum eritrécito parasitado por C. felis

simile.
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Fig. 11- Ultraestrutura de trofozoitos eritrociticos de C. felis simile. A, Trofozoito no
interior de eritrocito (ER) com dupla membrana delgada (— ); nucleo Unico excéntrico
(N), ocupando completamente um dos polos do parasito; mitocdndria atipica, sem
cristas, com dupla membrana (M); vacuolos digestivos limitados por dupla membrana,
contendo em seu interior restos eritrociticos; presenca de citéstoma com dupla
membrana; microtibulos extranucleares (m), ribossomos (r), reticulo endoplasmatico
(RE) e lisossomos (L) dispersos por todo o citoplasma (MET, 85.000x). B, C,
Trofozoito com membrana citoplasmatica dupla, vacuolos digestivos eletrodensos
contendo restos eritrociticos; microtibulos extranucleares e ribossomos dispersos pelo
citoplasma (MET, 50.000x). D, Trofozoito em corte transversal apresentando
mitocondria atipica (M) e vaclolos digestivos contendo restos eritrociticos, ambos
limitados por dupla membrana (MET, 85.000x). N&o foi observado vacuolo parasitéforo

em nenhuma forma parasitaria examinada.
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Fig. 12 — Ultraestrutura de trofozoitos intraeritrociticos de C. felis simile em divisdo. A,
Trés trofozoitos com dupla membrana delgada limitante (— ), Unico nucleo excéntrico
(N), ocupando completamente um dos polos de cada forma parasitaria; organelas
eletrodensas presentes em uma das formas em divisdo (Or), e presenga de pregas
citoplasmaticas («») interligando as trés formas durante o processo de divisdo binaria
(MET 85.000x). B, Doze trofozoitos individualizados com dupla membrana delgada
limitante (MET 85.000x). C, Trofozoito em forma de tétrade apresentando dupla
membrana limitante (—) e organelas eletrodensas em um poélo de uma das formas (Or)
(MET 20.000x). Nao foi observado vacuolo parasitéforo em nenhuma forma parasitaria

examinada.
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4.4. Discussao

Os aspectos ultraestruturais de trofozoitos eritrociticos de C. felis simile
observados no presente trabalho sdo comparados com as descri¢es conhecidas para as
formas intrahistiociticas de C. felis, intralinfociticas de Theileria spp ou eritrociticas de
ambos os géneros. Contudo, pelo fato do pouco conhecimento sobre trofozoitos de
Cytauxzoon spp, 0 género Theileria sera mais explorado.

Espécies do género Theileria e Cytauxzoon sdao morfologicamente parecidas
quanto as suas formas intraeritrociticas e diferem, entretanto, nas formas esquizogbnicas
(MEHLHORN & SCHEIN, 1984; SIMPSON et al., 1985a; 1985b; UILENBERG et al.,
1987; MEHLHORN et al., 1994). Estudos desenvolvidos por KOCAN et al. (1992)
revelaram por meio de analises ultraestruturais que no género Cytauxzoon somente um
merozoita penetra no histiocito, enquanto que para Theileria spp ocorrem mudltiplas
invasbes em linfécitos (NEITZ, 1956; 1957; MEHLHORN & SCHEIN, 1984,
MEHLHORN et al., 1994).

Esquizonte de C. felis encontra-se no citoplasma de macréfagos aderidos ao
endotélio de vasos sanglineos de varios 6rgdos (FERRIS, 1979; KIER et al., 1987). Por
MET foi verificado que o desenvolvimento inicial de esquizontes de C. felis assemelha-
se a uma massa sincicial que progressivamente realiza divisao citoplasméatica. Membrana
limitante simples, mitocdndria, reticulo endoplasmatico, anel polar, citéstoma, nucleo,
roptrias e micronemas foram identificados (SIMPSON et al., 1985a; KOCAN et al.,
1992). Os merozoitos sdo formados a partir dessa massa sincicial e estruturas como
nacleo individualizado, roptrias e micronemas, opostos ao ndcleo, sdo visualizados. Na
esquizogonia de C. felis, a ruptura da célula hospedeira s6 ocorre apds a completa
maturagdo dos merozoitas (SIMPSON et al., 1985a).

As analises ultraestruturais de espécies do género Theileria revelaram que 0s
trofozoitos apresentam-se basicamente em formas de virgula e esférico (MEHLHORN et
al., 1994). No entanto, no presente trabalho houve o predominio de formas do tipo
alongadadas, embora fossem observadas, também, formas esféricas e em tétrade. Em
Theileria, as formas em virgula possuem uma membrana citoplasmatica simples
remanescente do complexo pelicular interno que muitas vezes é conservado. Vacuolo
parasitéforo esta ausente, embora algumas vezes, uma membrana inclusa, possa ser

visivel. Esta membrana, quando presente, € a membrana do eritrocito que invagina
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durante a penetracdo e desintegra-se durante o desenvolvimento do parasito
(MEHLHORN & SCHEIN, 1984; MEHLHORN et al., 1994). Diferente do reportado
por essses autores, em C. felis simile os trofozoitos possuem membrana citoplasmatica
dupla e bem delimitada, mesmo quando do parasito maduro, o que indica que esta dupla
membrana ndo deve ser remanescente do eritrocito. Entretanto, também ndo foi
observado vacuolo parasitéforo. Curiosamente, para o género Babesia, no interior do
eritrocito pode apresentar vacuolo parasitdéforo, e a membrana citoplasmatica é simples
(KAKOMA & MEHLHORN, 1994).

Para teiléria, o nucleo, em geral possui a forma de gota e ocupa um dos pélos
desta forma parasitaria. A membrana nuclear persiste durante a divisdo e microtibulos
extranucleares estdo presentes (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; MEHLHORN et al.,
1994). No outro pdlo, o parasito estd provido de um microporo (citostoma) que forma
uma invaginagdo e nesta regido o complexo pelicular interno forma uma estrutura
cilindrica ao redor do prolongamento do microporo invaginando-se. Nenhum sistema de
anel polar é visto, nem estdo presentes microtubulos subpeliculares (MEHLHORN &
SCHEIN, 1984; MEHLHORN et al., 1994). Os trofozoitos de babésia possuem nucleo
disperso no citoplasma, anéis polares apical e posterior, roptrias bem definidas e
microtbulos subpeliculares (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; KAKOMA &
MEHLHORN, 1994). C. felis simile, apresentou as caracteristicas semelhantes as de
Theileria; no entanto, o ndcleo, em geral, possui o formato arredondado.

As formas em virgulas de Theileria spp sdo caracterizadas por apresentarem
vacuolos digestivos com parede dupla, opostos ao nicleo, que geralmente acumulam
estroma de eritrocito. Pequenos granulos eletrodensos (0,1um de diametro) estéo
préximos a estes vacuolos. O reticulo endoplasmatico esta presente, mas granulos de
polissacarideos ou Golgi estdo ausentes (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; MEHLHORN
et al., 1994). Estas estruturas foram verificadas para C. felis simile, no presente traballho.
Diferentes destes parasitos; Babesia spp possuem grandes vacuolos digestivos dispersos
no citoplasma e, aparentemente, circundado por um membrana simples (MEHLHORN &
SCHEIN, 1984; KAKOMA & MEHLHORN, 1994).

Curiosamente, T. velifera e Theileria gorgonis possuem nucleo indistinto e
vacuolo digestivo com membrana limitante simples. Para T. annulata, foram descritos
trofozoitos com formas em virgula e esférico, ambos circundados por membrana

citoplasmatica simples; no entanto, a fissdo binaria ocorre somente nas formas em
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virgulas (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; SIMPSON et al., 1985b).

Os trofozoitos de Theileria spp dividem-se por fissdo binaria, originando
inicialmente um estagio semelhante a forma de “Y” e posteriormente duas formas filhas.
As formas em virgula ndo sdo oriundas de merogonia, visto que merontes verdadeiros
ndo ocorrem em eritrocitos; entretanto, em algumas espécies de Theileria como T. parva,
T. mutans, T. orientalis e T. sergenti, quatro merozoitas ocasionalmente estdo dispostos
em tétrade ou cruz-de-Malta (MEHLHORN et al., 1994). Curiosamente, algumas
espécies de Babesia como B. equi, B. microti e B. brasiliensis, também podem
apresentar-se sob a forma de tétrade (KAKOMA & MEHLHORN, 1994; UILENBERG,
1995). O fato é que neste tipo de multiplicacdo, o nucleo e o citoplasma dividem-se
simultaneamente, ndo ocorrendo formacdo de massa sincicial presente na merogonia
verdadeira (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; MEHLHORN et al., 1994). Em C. felis
simile se observou esse tipo de arranjo de trofozoitos, como também foi possivel
verificar doze trofozoitos agrupados; no entanto, estas formas estdo interligadas por
filamentos citoplasmaticos, possuem membranas citoplasmaticas independentes bem
como organelas internas independentes para cada trofozoito. Estes detalhes
ultraestruturais, em C. felis simile, contribuem para com a hipdtese de que 0s
Piroplasmida ndo realizam esquizogonia eritrocitica; fenémeno tipicamente observado
em Haemosporina.

As formas esféricas em Theileria sdo gamontes que originam estagios
semelhantes aos gametas no intestino de carrapatos. Diferente das formas em virgula,
ndo reproduzem no hospedeiro vertebrado. S&o limitadas por uma membrana celular
Unica que ndo sdo remanescentes da pelicula interna. A dupla parede das estruturas
polares presentes nas formas em virgula estdo ausentes nas formas esféricas, mas
organelas como mitocondria sdo visualizadas. Vacuolos estdo presentes contendo
material eritrocitico e granulos esféricos pequenos, eletrodensos sao visualizados. Estes
possuem um didmetro de 0,5-0,6 um, sdo osmiofilicos e estdo limitados por uma
membrana. Em geral as formas esféricas sdo mais eletroluscentes que as em formato de
virgula (MEHLHORN & SCHEIN, 1984; MEHLHORN et al., 1994). Os trofozoitas de
C. felis simile estudados apresentaram muitas estruturas semelhantes as formas em
virgula descritas para espécies de Theileria, diferindo quanto a membrana citoplasmatica
que apresenta dupla camada. Formas esféricas, alongadas semelhantes a virgula e em

tétrade também foram visualizadas no presente estudo.
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Aparentemente até 1985 a ultraestrutura de formas intraeritrociticas de C. felis
ndo havia sido descrita; realizando-se estudos comparativos com Varias espécies de
Theileria que afetam ruminantes. Os resultados encontrados por SIMPSON et al.
(1985b) ao analisarem formas eritrociticas de C. felis em gatos domésticos inoculados
experimentalmente, revelaram a presenga de dupla membrana citoplasmaética, nucleos
fracamente definidos contendo delicada cromatina, um ou dois reticulo endoplasmético
rugoso, ribossomos livres, mitocondria ndo pregueada, vactolo alimentar com
hemoglobina aparente e um citéstoma com membrana plasmatica simples circundando o
parasito. Resultados semelhantes foram relatados para Cytauxzoon sp por KIER et al.
(1987) em gatos infectados experimentalmente; por BUTT et al. (1991) em uma pantera
da Flérida (Felis concolor coryi); por JARDINE (1992) em tsessebe (Damaliscus
lunatus), ruminante silvestre africano; e por JAKOB & WESEMEIER (1996) em um
tigre de Bengala, na Alemanha. No presente estudo os trofozoitos de C. felis simile
apresentaram aspecto ultraestrutural muito similar ao descrito para C. felis, diferindo na
membrana limitante do citéstoma que, como a membrana citoplasmética, também ¢é

dupla.
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vi)

5. CONCLUSOES

Diante dos resultados do presente estudo, pode-se concluir:

O agente estudado trata-se de um Theileriidae;
Cytauxzoon felis simile é um theilerideo altamente pleomérfico;

os tipos morfoldgicos ovoide e anel-de-rubi sdo importantes para o diagnostico
hemoscopico da citauxzoonose felina no Brasil, por predominarem em todas as

fases de ambos isolados;

a morfologia, a morfometria e 0s aspectos ultraestruturais dos trofozoitos

eritrociticos de C. felis simile sdo similares aos observados em C. felis, nos EUA;

C. felis simile, sob os aspectos ultraestruturais, apresenta caracteristicas peculiares,

que o difere de Theileria sp. e de Babesia sp.; e

0 agente estudado é uma espécie proxima de C. felis.
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