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Prefacio

ecebi de Wanderley de Souza e Rubens Belfort Junior solicitacdo para elaborar um texto sobre a histéria da
Rtoxoplasmose humana, para fazer parte deste livro. Nao pude deixar de aceitar o encargo por dois motivos
essenciais: € impossivel negar colaboragdo a esses dois ilustres profissionais e, também, porque em virtude de
circunstancias participei pessoalmente da fase na qual teve inicio a constatagdo da importancia desta modalidade
de protozoose.

Em 1950, quando era aluno de graduagao da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, frequentei
um laboratério do Instituto Bioldgico de Sao Paulo, dirigido por Paulo Nébrega. Nele também exercia atividade
José Reis, que, além de emérito pesquisador, foi incansavel estimulador da divulgacdo cientifica no Brasil. Nesse
ambiente, notei a intengdo de estimular estudos para verificar a importancia da infecgao por 7oxoplasma gondii em
seres humanos.

Com inteira justica, € preciso lembrar que diversos pesquisadores nacionais, ou radicados no Brasil, desempenharam
significativo papel nas diferentes fases dos estudos relacionados a toxoplasmose. Esses profissionais ndo apenas
contribuiram com nog¢des essenciais a natureza de 7 gondii, mas também desenvolveram estudos de natureza clinica,
diagnéstica e terapéutica. Entre eles, destaco Bidcca, Carini, Delascio, Fialho, Nébrega, Reis, Splendore e Torres. Como
exemplos, destaco Nobrega e Reis, que afirmaram haver uma sé espécie, 7 gondii, e ndo outras rotuladas conforme
os animais dos quais foram obtidas. Delascio confirmou, em 282 oportunidades, a forma congénita. Fialho ajudou
ativamente a reconhecer a modalidade ocular da doenga. Como feito marcante, é indispensavel citar que o protozodrio
foi identificado pela primeira vez, no coelho, por Splendore. Essa citagdo obriga a rememorar a divergéncia no campo
da nomenclatura biolégica, pois Nicolle e Manceaux posteriormente observaram o protozodrio no gundi, um roedor
africano. Prevaleceu erradamente, a época, a designagao 7 gondii e nao 7. cuniculi, de Splendore. Ao relatar esses
fatos, quero acentuar que todos eles foram pioneiros, em momentos em que a toxoplasmose ainda nao atingira
grandes dimensodes e importancia.

Em seguida, chegamos a fase na qual pesquisadores anteviam a expressividade da infeccdo por 7 gondii do ponto
de vista médico-assistencial. Agora, repercussoes da parasitose encontram-se sobejamente delineadas, refletindo um
panorama de inegdvel importancia e concedendo razdo aos que admitem, por convic¢des advindas de motivos de
varias ordens, potencialidade a ela.

Hé pouco mais de cinquenta anos era patente o carater de ser a toxoplasmose uma doenca nova. Depois, gragas ao
labor de varios cientistas, ficou evidente que essa protozoose é muito comum e, felizmente, benigna, sé eventualmente
assumindo feicdo de enfermidade grave. O tipo de evolucdo, de maior ou menor intensidade, estaria relacionado com
0 sistema imunitdrio.
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Sabin foi o cientista que idealizou a vacina oral para prevenir a poliomielite, com a colaboracdo do pediatra
norte-americano Feldman. Na drea da toxoplasmose, o trabalho de ambos foi fundamental para o desenvolvimento
de um recurso pratico para o diagndstico. Estabeleceu-se assim o teste do corante, como ficou conhecido. O método
em questdo afigurou-se excelente recurso para o crescimento dos estudos concernentes a toxoplasmose. De execuc¢ao
lenta e muito trabalhosa, a prova foi paulatinamente substituida por outras. Nao obstante, exerceu marcante papel
na histéria da parasitose.

De 1923 a 1943, surgiram varios relatos de infecgdo toxopldsmica humana por Torres e Nery Guimaraes — no
Brasil —, além dos de Janku, Wolf e Cowen, Pinkerton e Weinman. Torres considerou o Encephalitozoon o agente da
afeccdo por ele observada, e deu a espécie a designacdo £. chagasi. Depois, desfeita a compreensivel confusao, foi
possivel perceber que a comunicagio correspondeu a uma das primeiras indicagdes da toxoplasmose humana. E
interessante ainda mencionar que o primeiro doente adulto com a infecgdo foi reconhecido por Pinkerton e Weinman.
Posteriormente, muitas notificagdes mostraram multiplos aspectos da moléstia, transmitiram observagdes sobre
outros casos e, sobretudo, destacaram os problemas congénitos e oculares motivados por 7 gondii.

Gard e Magnusson, em 1950, e subsequentemente Siim — num estdgio digno de especial alusdo —, verificaram que
a toxoplasmose pode ser confundida com a mononucleose infecciosa, ja que ambas apresentam aspectos clinicos e
hematoldgicos semelhantes.

Com base no trabalho médico-assistencial cotidiano, recolhi elementos para especificar as diferentes confi-
guragoes da toxoplasmose humana pds-natal. O elenco, quando relatado em evento cientifico internacional, foi
aprovado e elogiado por Remington, pesquisador com notoriedade no ambito da doenga. Sao elas: assintomatica;
oligossintomatica; ganglionar, também citada como glandular ou linfoglandular e parecida com a mononucleose
infecciosa; ocular, como uveite posterior e nem sempre sendo recrudescimento da forma congénita; cardiaca, como
miocardite aguda e sem potencial evolutivo para a cronicidade; pulmonar, como pneumonia intersticial; hepdtica,
como hepatite aguda e sem potencial para cronicidade; meningoencefélica, com predominio de célula linfomonoci-
taria; exantemadtica; reumadtica, mas parecendo ser constituida por distdrbio articular paralelo; mista, generalizada,
associada a imunodepressao ou imunossupressao, como na Aids.

A quantidade de casos graves aumentou porque se tornou bem mais frequente a imunodepressdo, por diversos
motivos, e a Aids contribui com esse panorama, revelando até lesdes incomuns, como as encefélicas.

A toxoplasmose pds-natal, de acordo com o que sistematizei, engloba varias configuracées clinicas. Uma delas é
a denominada ganglionar, também conhecida como glandular ou linfoglandular. E a mais comumente diagnosticada,
porquanto ndo requer, por vezes, trabalhosa e complicada diferenciacdo com outras moléstias. Figura nos grupos
da doenga mononucleose simile, havendo certas semelhangas com essa virose; € 0 hemograma € orientador que
facilmente comparece, e nele se observa uma razodvel porcentagem de linfécitos atipicos. Com base em casuistica de
bom porte, aprofundei-me no assunto, classificando em porcentagem os diagnésticos elucidados. Essas modalidades
da infecgao pelo 7' gondii situaram-se em segundo lugar, ocupando o primeiro a mononucleose. Portanto, quando
o exame hematoldgico revela a alteracdo linfocitdria citada, € cabivel cogitar que o mal tem nexo com a parasitose.
Documentei o fato e, com base nisso, hoje a conduta se tornou rotina.

A confirmacado laboratorial da infec¢do desempenhou indiscutivel papel no seu reconhecimento e permitiu
desvendar os tipos clinicos da toxoplasmose doenga.

Prova intradérmica chegou a ser empregada para o diagndstico. Todavia, estd fora de cogitacdo agora, mormente
por nao separar infeccao de doenga. Paulo Nébrega, precocemente, idealizou reacao de fixacdo de complemento e
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figura como colaborador na publicacdo pertinente. Julgou-se que revelaria atividade, mas isso ficou descartado. A
prova de Sabin-Feldman foi responsavel por expressivo impulso e, entre outros méritos, destaco o informativo niimero
de inquéritos epidemioldgicos realizados, ao lado de dados clinicos para elucidar a causa de variados tipos de agravos.
Conforme idade, sexo, habitos e lugares, as porcentagens de positividade surgiram, sendo algumas bastante elevadas.
O exame, para alguns, ndo contaria com especificidade confidvel, o que logo recebeu constatacdo, pois, na verdade,
verificou-se intensa amplitude da infeccdo, realisticamente demonstrada. Determinada pessoa, por outro lado,
destacou esse inconveniente e sofreu total desmentido, valendo frisar que injetava elevadas quantidades de diversos
protozodrios em coelhos, o que nao sucede em avaliagoes habituais. Os trabalhos de Mdrio Camargo, do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, facilitaram muito, por meio de provas sorolégicas, o estabelecimento do diagndstico e
a demarcacdo de etapa na evolucgdo da infecgdo. Camargo usou testes de hemaglutinagao, imunofluorescéncia e Elisa,
sempre com verificacdo de anticorpos do tipo IgM. Separou os periodos da infeccdo em agudo, de transicao e cronico.

Tarefas assistenciais tornaram-se simplificadas e ficou mais seguro orientar gestantes a respeito da eventual
transmissao congénita. A titulo de comparacdo: o teste Sabin-Feldman demarcava positivamente quando atingia até
1/1.000; se chegasse a 1/4.000 admitia-se que o processo estava em fase aguda e, assim, distinguia-se infeccdo de
doenca. Convenhamos que a interpretacdo, ocasionalmente, continha alguma inseguranga.

Somaram-se aos meios laboratoriais que permitem determinagdes precisas pertinentes a toxoplasmose a reagao
da polimerase em cadeia (PCR) e a prova demonstrativa da avidez de anticorpos. A primeira comprova a existéncia
do protozodrio, sem revelar sua agudicidade ou ndo; a segunda mostra a duragdo do processo parasitario, servindo
para a obtengdo de varias informacoes. Além disso, facilita a orientacdo na atengdo médica a mulheres gravidas,
sendo assim um auxilio proveitoso em situacdes suscitadoras de embaracos. E fcil perceber que esses dois recursos
representam claros progressos, aos quais adiciono a técnica imuno-histoquimica que distingue 7. gondii de micror-
ganismos parecidos com ele.

Posteriormente as demonstragdes de que 7 gondii causava comprometimentos em seres humanos, cresceu o
interesse em saber como eram as possiveis configuragdes clinico-patolégicas. Relatos pertinentes tornam-se aos
poucos mais numerosos, com apoio de procedimentos auxiliares destinados a definir diagndsticos cada vez mais
prestimosos. Paralelamente, delineou-se a necessidade de encontrar tratamentos eficazes. Presenciei essa fase e nesse
inicio cheguei a usar tetraciclina. Aos poucos houve preconizacdo de outros recursos terapéuticos, por vezes com
informagdes nado respeitaveis por nao levarem em conta critérios indispensaveis.

Atualmente, determinados medicamentos sdo os mais utilizados para o tratamento da toxoplasmose humana.
Cito os seguintes: sulfadiazina associada a pirimetamina, com sinergismo entre os dois farmacos e conviccdo de que
compdem a melhor conduta terapéutica; sulfametoxazol associado a trimetoprima; espiramicina, preferivel durante a
gravidez, podendo reduzir a transmissao congénita sem alterar o panorama clinico; e clindamicina.

A imunodepressao pode levar a infec¢des mais graves e pessoas com esse distdrbio merecem atengao especial,
surgindo a toxoplasmose como infecgdo ou reativacao parasitaria. Logicamente o tratamento ganhou novo e intenso
percalgo, e infecgoes desse tipo sdo tratadas principalmente com sulfadiazina-pirimetamina e sulfametoxazol associado
a trimetoprima, prescrito igualmente para conter recaidas. Na Aids, com mais um contratempo, alergia a sulfa ocorre
com razoéavel frequéncia. Em criancas com enfermidade congénita, é cabivel que o processo tenha feigdo subclinica.
Recomenda-se trata-las, para evitar problemas posteriores.

Corticoide ocasionalmente compde o tratamento. Ajuda a conter a inflamagao por taquizoitas. Drogas antitoxo-
plasma, se administradas conjuntamente, debelam as alteragdes e evitam ou diminuem o aparecimento de sequelas.
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Quando os prejuizos jd estdo estabilizados alguns profissionais indicam continuar o tratamento, o que se justifica, por
exemplo, na presenga de lesdes cerebrais ou oculares.

Ainda a respeito do tratamento, saliento que infectados, com frequéncia, evoluem de maneira autolimitada, e nao
ha consenso acerca da conveniéncia de medica-los. Acrescento que os compostos hoje utilizados ndo negativam as
provas sorolégicas, nem influem nos anticorpos IgM antitoxoplasma. Repito: pelo menos com o que contamos agora.

Fazendo-se uma revisdo da literatura médica a respeito da toxoplasmose, podem-se distinguir quatro etapas na
evolucdo dos conhecimentos sobre o tema: descoberta do agente etioldgico; descricao no homem; emprego de reagoes
sorolégicas para o diagndstico; identificacdo do hospedeiro definitivo.

Primeira etapa (a descoberta do agente etiolégico) — inicia-se em 1908, com a descoberta do parasita por Splendore,
em Sao Paulo, que registrou, em laboratério, a morte de coelhos infectados pelo microrganismo. Segue-se, no mesmo
ano, o encontro do protozodrio no gundi, roedor africano também utilizado em laboratério por Nicolle e Manceaux,
em Tdnis, na Tunisia.

A descoberta, quase concomitantemente, do parasita em dois continentes e em duas espécies de animais, fazia
antever, de certa forma, a ampla distribuicao geogréfica do novo protozodrio descrito. Ja nos anos seguintes surgiram
os primeiros relatos da detecgdo do protozodrio em diversos mamiferos e aves naturalmente infectados: em 1911,
no cao, por Mello e Carini, e no pombo, por Carini; em 1913, no camundongo, por Sangiorgi; em 1916, na cobaia,
por Carini e Migliano. Atualmente é bastante extensa a relagdo de espécies entre mamiferos e aves encontradas
naturalmente infectadas por 7 gondii, incluindo animais domésticos, de criagdo, peridomiciliares e mesmo de vida
selvagem livre ou mantidos em cativeiro. Muito embora a observagdo, na maioria das vezes, tenha sido feita em
eventos isolados, ja foram descritas epizootias em coelhos, pombos, galinhas, caes de baixa idade e carneiros.

A segunda etapa (descricao da toxoplasmose no homem) — os estudos sobre a toxoplasmose, até entao relacio-
nada unicamente a animais, passaram a despertar grande interesse com a descricdo dos primeiros comprometi-
mentos humanos.

Em 1923, Janku relatou o caso de uma crianga falecida em Praga, com 11 meses de idade. Ela apresentava
hidrocefalia e cegueira, e na necropsia, em cortes do globo ocular direito, ficaram evidenciados parasitas semelhantes
ao toxoplasma. Segundo o autor referido, tratava-se de infecgao de origem congénita.

Torres, em 1927, no Rio de Janeiro, descreveu a presenga de microrganismos, que identificou como 7. gondii ou
Encephalitozoon, em cortes histolégicos de cérebro, miocardio e musculo esquelético de um recém-nascido falecido no
29° dia de vida. Houve também mencao a possibilidade de corresponder essa comprovacao a uma afec¢do congénita.

Em 1937, Wolf e Cowen descreveram a ocorréncia de toxoplasmose fatal em um recém-nascido com encefalite,
meningite e mielite. Depois, Wolf e colaboradores, em 1939, comunicaram a existéncia de toxoplasma em uma leséo
do sistema nervoso central de uma crianga falecida com um més de vida.

Logo apds, Pinkerton e Weinman, em 1940, e Pinkerton e Henderson, em 1942, nos Estados Unidos, registraram
a ocorréncia da toxoplasmose em adultos, com isolamento do parasita.

Terceira etapa (introducdo de técnicas soroldgicas para o diagndstico da toxoplasmose) — a implementacao do
teste do corante (dye test) por Sabin e Feldman representou importante contribuicdo para o diagnéstico laboratorial
da toxoplasmose e possibilitou, paralelamente, realizacao de investigacoes epidemioldgicas. A seguir, propuseram-se
vdrias outras reagdes, entre as quais merecem destaque, por serem mais frequentemente empregadas, a hemaglutinacao,
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por Jacobs e Lund, a imunofluorescéncia indireta, por Kelen e colaboradores, e a fixacdo do complemento, por Nicolau
e Revelo e por Warren e Sabin. Frenkel, em 1948, inseriu no contexto de prova de reconhecimento da parasitose o teste
da sensibilidade cutanea a toxoplasmose.

Com o uso de exames sorolégicos, ficou demonstrada a presenca de anticorpos contra 7’ gondii em grande nimero
de habitantes de diferentes dreas geograficas, bem como em numerosas espécies de animais. De tal forma esta
disseminada a infeccdo por 7 gondii, que pode ser considerada inteiramente vélida a afirmativa feita por Jacobs de
que “vivemos num mar de infeccdo toxopldsmica”.

Quarta etapa (identificacdo do hospedeiro definitivo) — nesta fase sucedeu a descoberta do hospedeiro definitivo
do T gondii, ou seja, o gato, permitindo melhor conhecimento da epidemiologia da toxoplasmose. Outros felideos,
convém destacar, também atuam como hospedeiro definitivo.

Os estudos que levaram a identificacao do hospedeiro definitivo tiveram inicio com a deteccao, por Hutchison, de
uma forma infectante e resistente do toxoplasma em fezes de gato. Posteriormente, gragas aos trabalhos de varios
pesquisadores — como Hutchison, na Dinamarca; Frenkel, Jacobs, Dubey e Miller, nos Estados Unidos; e Piekarski e
Wite, na Alemanha —, ficou demonstrado o ciclo sexuado de 7 gondii no intestino desse felideo.

Por fim, ouso apontar sugestoes quica valiosas que, se concretizadas, conduzirao ao prosseguimento do processo
de aquisicao de mais alguns subsidios para abordarmos construtivamente singularidades atinentes a toxoplasmose.
Ei-las: programar sorologicamente conhecer mulheres ainda nédo infectadas, possibilitando recomendagdes de
carater preventivo; procurar drogas efetivas para tratamento com esquemas de curta duracdo e sem toxicidade;
produzir drogas que atinjam os cistos, com o objetivo de suprimir a parasitose e evitar recaidas ou reativacoes;
pesquisar para saber se cepas influem quanto as feigoes clinico-patolégicas; investigar a provavel transmissao
de 77 gondii por transfusdo de sangue; e por fim, a consecugdo de um fabuloso sonho, ou seja, a obtencao de
vacina preventiva bem respaldada cientificamente, sendo conveniente lembrar que se encontram em curso, com
este objetivo, esforgos diversificados.

Esta é minha simpléria colaboracdo. Wanderley e Rubens: nao esmorecam e persistam contribuindo com brilho

para a medicina brasileira.

Vicente Amato Neto
Professor emérito da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP);
ex-chefe do Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias da mesma universidade
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Apresentacao

ertamente a descricdo do que hoje conhecemos como 7oxoplasma gondii, agente etiolégico de uma das doengas
Ccausadas por protozodrios de elevada importancia por sua distribui¢do em todo o mundo, constitui momento
expressivo da ciéncia brasileira. Os capitulos subsequentes, abordando tanto aspectos bésicos da biologia de 77 gondii
como a epidemiologia da protozoose por ele causada e os aspectos clinicos e terapéuticos das varias manifestagoes
da toxoplasmose, deixardo claro o grande valor do alcance deste estudo. Nesta Apresentagdo, procuraremos enfatizar
alguns aspectos relevantes para que se tenha uma perspectiva histérica da magnitude da descoberta.

Inicialmente, devemos considerar o estdgio da protozoologia médica no fim do século XIX e inicio do século XX.
E um perfodo rico, em que pesquisadores lancaram méo da microscopia 6ptica para observar todos os tecidos de
diferentes animais apresentando sinais e sintomas de doencas. Em 1859, Lambl descreveu Giardia lamblia, que ja
havia sido observado muito antes por Leeuwenhoek. Em 1875, Losch descreveu Entamoeba histolytica. Em 1885,
Cunningham fez as primeiras observagdes com organismos hoje pertencentes ao género Leishmania. Donovan e
Ross avancaram nesses estudos e Ross, em 1903, descreveu a Leishmania donovani (Laveran e Mesnil, 1903),
abrindo caminho para a descricao de outras espécies como Leishmania infantum, por Nicolle em 1908, e Leishmania
braziliensis, por Vianna em 1911. Em 1902, Dutton abriu a fase de descricao de protozodrios do género 7rypanosoma,
descrevendo o 7rypanosoma gambiensi em 1902, sendo seguido pela descricdo de 7' cruzi por Chagas em 1909 e
T’ rangeli por Tejera em 1920. No campo dos organismos que hoje agrupamos como Apicomplexa, temos a primeira
descrigdo do Plasmodium malariae por Laveran em 1881, seguido das descricoes de Plasmodium vivax por Grassi e
Feletti em 1890, de Plasmodium_falciparum por Welch em 1897, e de Plasmodium ovale por Stephens em 1922.

Tais informagoes sao essenciais para esclarecer que o perfiodo de 1875 a 1910 foi caracterizado pela descricao dos
mais importantes protozodrios causadores de doencas no homem.

A descoberta de 7oxoplasma gondii foi realizada simultaneamente no Brasil, por Alfonso Splendore (1871-1953),
e em Tunis, por Charles Nicolle (1866-1936) e Louis Manceaux (1865-1934) em 1908. Para alguns historiadores é
também importante registrar o trabalho de Samuel Darling (1872-1925), que observou a presenca de protozodrios
em bidpsia de musculo humano, sugerindo que se tratava de Sarcosporidia (Darling, 1909). No Brasil, Splendore,
pesquisador de origem italiana que atuava como diretor do Laboratério Bacterioldgico do Hospital Portugués de Sao
Paulo, examinou alguns coelhos que apresentavam um quadro infeccioso agudo e que levava a morte dos animais.
O exame microscépico de diferentes tecidos e 6rgdos mostrou a presenca do que ele chamou de speciali corpuscoli.
O corpusculo apresentava um comprimento de 5-8 micrémetros e uma largura de 2,5-4 micrometros. Como ndo se
enquadrava em nada que ele conhecia, resolveu enviar o material para ser observado pelo grande protozoologista
Prowazek, que naquele momento estava trabalhando no Instituto de Manguinhos (atual Instituto Oswaldo Cruz),
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no Rio de Janeiro. Esse pesquisador tampouco identificou a natureza dos corpusculos e sugeriu que deveria tratar-se de
um novo organismo. Com base em tais informagoes, Splendore publicou uma comunicacdo na Revista da Sociedade
Scientifica de Sao Paulo, n. 10-12, de 1908. No mesmo ano, Nicolle e Manceaux, trabalhando em Tdnis, identificaram
organismos semelhantes em um roedor do norte da Africa, chamado gundi. Na primeira descrigao, publicada no volume
147 de Compte Rendu de I’Académie des Sciences de Paris, os organismos visualizados foram descritos como corpos de
Leishman. Aqui cabe lembrar que, no mesmo ano, Nicolle descreveu L. infantum em pacientes da regido do Mediterraneo.
Em 1909, tanto Splendore como Nicolle e Manceaux publicaram novos artigos reforcando a ideia de que estavam descre-
vendo um novo protozodrio, e o grupo francés sugeriu a existéncia do género 7oxoplasma (designagdo formada do grego
toxon = arco e plasma = corpo), com as espécies 7" gondii (que parece ter resultado de um erro de grafia, substituindo um
‘0’ por um ‘0’ do roedor em que foi encontrado o protozodrio, o Ctenodactylus gundi) e T. cuniculi (encontrado no coelho).
Com as subsequentes demonstracoes de que se tratava de uma dnica espécie, prevaleceu a designacdo 7oxoplasma
gondii (Splendore, 1909; Nicolle & Manceaux, 1908).

Durante muito tempo houve certa discussao sobre quem deveria ter o mérito principal pela descricdo. Hoje, hd
consenso em reconhecer o mérito dos dois grupos. Um marcante reconhecimento do mérito da descoberta brasileira
foi a decisdo de comemorar o centendrio da descoberta de 7 gondii em um simpdsio internacional, realizado em
setembro de 2008, na cidade de Buzios, Rio de Janeiro, que contou com ampla participacao de pesquisadores da
Franca e da Tunisia.

E importante ressaltar que Splendore também realizou relevantes estudos que levaram a descricdo do fungo
Zimomena brasiliensis, hoje conhecido como Paracoccidioides brasiliensis, agente etiolégico da blastomicose sul-
americana. Em 1912, Splendore retornou a Itdlia, onde trabalhou por oito anos como professor de bacteriologia
das universidades de Roma e de Parma. Retornou ao Brasil em 1924, e tudo indica que se encontrou com Charles
Nicolle durante sua visita ao Brasil em 1925, a convite de Carlos Chagas. Em 1928, Nicolle recebeu o prémio Nobel de
Medicina, sobretudo por seu trabalho com a epidemia de tifo.

Cabe ainda registrar que a posigdo taxondmica de 7' gondii permaneceu por muito tempo indefinida. Em seguida a
descricdo do protozodrio, houve uma fase em que predominou a publicagao de artigos descrevendo sua presenga nos
mais variados tipos de animais, demonstrando, assim, sua ampla distribuigao.

Nesta apresentacdo, decidimos tratar apenas dos fatos mais relevantes ocorridos nos primeiros cinquenta anos da
descoberta. Os avancos posteriores certamente estarao incorporados aos demais capitulos que compdem este livro.

Um destaque especial deve ser dado ao trabalho de 1927 publicado por Magarinos Torres (1927), brilhante
patologista da Escola de Manguinhos que descreveu a existéncia de uma forma congénita da toxoplasmose, o que
foi confirmado e ampliado por Wolf, Cowen e Paige (1939). Em 1937, Albert Sabin e Peter Olitsky deram importante
contribuicdo ao utilizarem uma abordagem semelhante a que se empregava com os virus para manter 7 gondii
em animais (Sabin & Olitsky, 1937). Esses autores apontaram que: era possivel transferir os protozodrios por
inoculagdo subcutanea, intraperitoneal e intracranial usando diferentes tecidos de animais infectados; diferentes
isolados mostravam variacdo na viruléncia da infeccdo e que esta se acentuava a medida que o protozodrio era
transferido de animal para animal; a infeccao poderia ocorrer quando um animal normal comia um animal infectado.
Durante tais estudos ficou evidente que 7' gondii era um protozodrio de vida intracelular. Ainda em 1937, Wolf e
Cowen mostraram que uma crianca que havia morrido com um quadro grave de encefalomielite apresentava parasitas
no tecido cerebral, associados com lesdes necrdticas e granulomatosas, e que esses parasitas infectavam animais
inoculados. Em 1942, Felipe Nery Guimaraes e Hertha Meyer, trabalhando no Instituto Oswaldo Cruz e no Instituto de
Biofisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, mostraram que € possivel manter 7 gondii em cultura de células,
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abrindo caminho para centenas de trabalhos que utilizam esse método para manter o protozodrio (Guimaraes &
Meyer, 1942). Cabe ainda destacar um conjunto de trabalhos importantes realizados na década de 1950, em que ficou
claro o relevante papel de 7 gondii na geracdo de lesoes oculares que serdo discutidas nesta obra.

Os organizadores

REFERENCIAS

DARLING, S. 7. Sarcosporidiosis: with report of a case in man. Proceedings of the Canal Zone Medical Association, 1: 141-152, 19009.

GUIMARAES, F. N. & MEYER, H. Cultivo de 7oxoplasma Nicolle & Manceaux, 1909, em cultura de tecidos. Revista Brasileira de
Biologia, 2: 123-129, 1942.

NICOLLE, C. & MANCEAUX, L. Sur un protozoaire nouveau du gondi. Comptes Rendus de I’Académie des Sciences, 148: 369-372, 1900.

NICOLLE, C. & MANCEAUX, L. Sur une infection a corps de Leishman (ou organims voisins) du gondii. Comptes Rendus de I’Académie
des Sciences, 147: 763-766, 1908.

SABIN, A. Toxoplasmosis, a recently recognized disease of human beings. Advances in Pediatrics, 1: 1-60, 1942.
SABIN, A. & OLITSKY, P K. Toxoplasma and obligate intracellular parasitism. Science, 85: 336-338, 1937.

SPLENDORE, A. Um nuevo protozoa parassita dei conigli incontrato nelle lesioni anatomiche duna malattia che ricroda in molti
ponti il kala-azr delluomo. Revista da Sociedade Scientifica de Sdo Paulo, 3: 109-112, 1908.

SPLENDORE, A. Sopra um nuovo protozoo parasita dei conigli. Revista da Sociedade Scientifica de Sdo Paulo, 4: 75-79, 1909.

TORRES, C. M. Sur uns nouvelle maladie de I'homme, characterisée par la presence din parasite intracellulaire, trés proche du
Toxoplasme et de I'encephalitozoon dans le tissu musculaire cardiaque, les muscle du squelette, le tissu sous-cutané et le tissu
nerveux. Comptes Rendue de la Société de Biologie, 97: 1.778-1.779, 1927.

WOLF, A. & COWEN, D. Granulomatous encephalomyelitis due to an encephalitozoon (encephalitozic ancephalomyelitis): a new
protozoan disease of man. Bulletin of the Neurological Institute of NewYork, 6 : 306-335, 1937.

WOLEF, A.; COWEN, D. & PAIGE, B. Human toxoplasmosis: occurrence in infants as an encephalomyelitis verification by transmission
to animals. Science, 89: 226-227, 1939.

19



.. Qe
sV ' Qe
Aspectos Taxondmicos e Evolutivos

Adriana de Melo Ferreira « Ricardo Wagner de Aimeida Vitor

TAXONOMIA DE ToxopLasma conon

Toxop[asma gondii ¢ um protozodrio parasita intracelular obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Conoidasida N. Cl., subclasse Cocciidia, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae
(Levine, 1988). Todos os membros dessa subfamilia apresentam ciclo heteréxeno e oocisto do tipo /sospora,
isto é, com dois esporocistos e com quatro esporozoitas no interior de cada esporocisto. Dentro da subfamilia
Toxoplasmatinae, além do género 7oxoplasma, ainda estdo incluidas outras espécies como Neospora caninum,
agente abortivo em bovinos, de distribuicdo mundial e cujo hospedeiro definitivo é o cao; Besnoitia besnoiti, agente
causador da besnoitiose bovina, doenga responsavel por perdas significativas na Africa e Mediterraneo devido a
alta mortalidade, abortos e infertilidade em machos, e Hammondia hammondi, protozodrio relacionado a 7. gondii e
que também utiliza os felideos como hospedeiros definitivos, mas que ainda nao foi responsabilizado por sintomas
clinicos em hospedeiros intermediarios.

0 género 7oxoplasma foi criado por Nicolle e Manceaux em 1909 ao observarem um novo protozodrio, ainda néo
descrito, causando uma infecgdo disseminada e fatal em roedores africanos denominados gundi. O termo 7oxoplasma
(do grego toxon = arco e plasma = corpo) foi usado pelos seus descobridores pelo fato de apresentar morfologia
crescente. No mesmo ano, Splendore identificou o novo protozodrio em coelhos no Brasil.

Existe apenas uma espécie de 7oxoplasma, T. gondii (Dubey, 2010). Entretanto, Levine (1988) considera a
existéncia de outras oito espécies do género 7oxoplasma: T. alencari na ra Leptodactylus ocellatus; T. bahiensis
(syn. Isospora bigemina, Hammondia heydorni) em canideos (hospedeiros definitivos) e ruminantes (hospedeiros
intermedidrios); 7 brumpti na iguana [guana tuberculata; T. colubri na serpente Coluber viridiflavus; T. hammondi
(syn. Hammondia hammondi) em felideos (hospedeiros definitivos) e roedores (hospedeiros intermedidrios); 7’ pardalis
(syn. Hammondia pardalis) em felideos (hospedeiros definitivos) e roedores (hospedeiros intermediarios); 7 renae
na ra-leopardo Rana pipiens e T. serpai no sapo Bufo marinus. A existéncia dessas espécies, contudo, ainda necessita
de confirmacao.
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Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

ASPECTOS EVOLUTIVOS DA BIOLOGIA DE ToxorLasma Gonoir

O ciclo de vida heteréxeno (isto €, de dois hospedeiros) de coccidios formadores de cistos envolve tipicamente o
ciclo obrigatério entre o hospedeiro definitivo (fase sexuada) e o intermedidrio (fase assexuada), e a ingestéo acidental
de cistos teciduais por um hospedeiro impréprio (ndo definitivo) geralmente inviabiliza a transmissdo do parasita.
T gondii rompeu essa barreira ao longo da evolucdo, de forma que a ingestdo de cistos teciduais entre hospedeiros
intermedidrios de habitos carnivoros e saprofagicos pode ser realizada eficientemente, o que permite que o ciclo
infeccioso se complete assexuadamente, ou seja, sem a necessidade de recombinagdo genética no felideo.

Nesse contexto, observa-se 7. gondii em uma situagdo Unica dentro do filo Apicomplexa: infecta centenas de
animais de sangue quente (mamiferos e aves). Nesses animais, o parasita é capaz de reconhecer e invadir células
nucleadas, no interior das quais se reproduz. Acredita-se que, originariamente, 7 gondii era um protozodrio de ciclo
monoxénico, como os parasitas do género Eimeria (causador da coccidiose de aves), com ciclo sexuado apenas em
felideos. A infeccao de hospedeiros nao felideos pode ter-se iniciado de forma acidental, evoluindo para um ciclo de
vida com dois hospedeiros. Os hospedeiros definitivos se infectariam ao ingerir oocistos eliminados nas fezes de
outro hospedeiro definitivo ou cistos presentes nos tecidos de uma presa. Nessa transicao, 7 gondii tornou-se capaz
de infectar outros animais nao felideos, os quais atuam como hospedeiros ‘fim de linha’, quando nao participam da
cadeia alimentar ao ser abatidos por felideos. Esse quadro evoluiu posteriormente com a capacidade de transmissao
entre hospedeiros ndo felideos infectados, por carnivorismo ou ingestao de cistos teciduais. Dessa maneira, 7" gondii
pode persistir na natureza, pelo menos teoricamente, sem a participagdo dos hospedeiros definitivos, embora a forma
ideal de disseminacao ainda pareca ser a infeccao de um felideo com a consequente eliminacao de milhdes de oocistos
(na dgua ou no pasto) capazes de infectar um grande nimero de animais, em comparacdo com a infeccdo ocasionada
por uma Unica presa abatida para consumo por outro hospedeiro intermedidrio.

A capacidade atual de 7' gondii de infectar um grande nimero de hospedeiros estd aparentemente associada a
possibilidades de reconhecimento, adesdo, formagdo do vactiolo parasitéforo e multiplicagdo no interior de células
hospedeiras por variados processos. Nesses processos estao envolvidos os antigenos de superficie (SAG, suzface antigens),
as proteinas de micronemas (MIC), as proteinas de réptrias (ROP e RON) e as proteinas de granulos densos (GRA).

SAG sao proteinas ancoradas na superficie celular de 7 gondii por ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) e funcionam
como ligantes que facilitam a adesao do parasita a célula hospedeira. SAG-1 (ou P30) estd presente em taquizoitas e
participa efetivamente do processo. Contudo, cepas deficientes dessa proteina apresentam mecanismos alternativos
de adesdo, independentemente de SAG-1.

MIC sdo proteinas envolvidas na motilidade de 7 gondii. Essa motilidade ocorre principalmente por deslizamento
(gliding) na matriz extracelular, como coldgeno e laminina. Existem vdrias proteinas de micronemas descritas, e trés
diferentes complexos de MIC estdo sabidamente relacionados a motilidade do parasita de forma ubiqua: complexo
TgMIC6, TgMIC1 e TgMIC4; complexo TgMIC8 e TgMIC3 e complexo TgMIC2 e TgM2AP (TgMIC2-associated protein).

ROP sao proteinas com atividade enzimatica (proteino-quinases, fosfatases e proteases) em nimero aproximado
de 30, encontradas tanto no gargalo (proteinas RON) como no bulbo das réptrias (proteinas ROP). Essas proteinas
sdo liberadas durante a invasdo da célula hospedeira, e seu contetdo estd envolvido na criagdo da jungdo mével que
projeta o parasita para o interior da célula e na formagao do vacutolo parasitéforo.

GRA sdo proteinas encontradas abundantemente no vactiolo parasitéforo durante sua formagéo e sdo caracterizadas
por nanotubos membranosos. A provavel fungdo das proteinas de granulos densos estd associada a construgdo da
rede membranosa intravacuolar que permite a interacao do parasita com a célula hospedeira.
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Aspectos Taxonomicos e Evolutivos

0 GENOMA DE ToxopLasma Gonpir

T gondii é composto de genoma nuclear e organelar. O DNA do ntcleo contém aproximadamente 65 Mb, o
mitocondrial contém 6 kb e o contetido de DNA do apicoplasto (organela plastideo-/iike) é de 35 kb (Sibley & Ajioka,
2008). O genoma ¢ haploide para a maioria dos estagios do ciclo de vida, exceto para uma breve fase diploide do oocisto.

Estudos de cariétipo molecular e mapas de ligacao estabeleceram que 7. gondii possui 14 cromossomos, designados
por algarismos romanos (Cromossomos Ia, Ib, II, 111, IV, V, VI, Vlla, VIIb, VIII, XIX, X, XI e XII) e variam em tamanho
de aproximadamente 2 Mb a mais de 6 Mb. A frequéncia de recombinacdo € relativamente baixa, com 1 cM (distancia
entre genes para a qual 1% de recombinacao ocorre) correspondendo a aproximadamente 200 kb.

Comparado com outros protozodrios, incluindo apicomplexos relacionados como Plasmodium falciparum, T. gondii
mantém um genoma nuclear notavelmente conservado, apesar da grande variedade de hospedeiros e do ciclo sexuado
ndo obrigatério. Os genes de 7 gondii sdo, geralmente, muito mais ricos em introns do que os de Plasmodium e
Cryptosporidium. Como regra geral, genes para antigenos de superficie e proteinas secretadas por micronemas, réptrias
e granulos densos apresentam menos introns que genes constitutivos. Muitos introns também estao localizados
préximo as extremidades dos cromossomos.

O Toxoplasma Genome Resource Database — ToxoDB (<http://ToxoDB.org>) contém dados de sequéncia gendmica
e anotacdao da cepa ME49 de 7 gondii e de sequéncias gendmicas das cepas GT1, VEG e RH (Cromossomos Ia e Ib),
além de etiquetas de sequéncias transcritas (ESTs) de inimeras cepas, representando todos os estagios do ciclo de
vida do parasita. O sequenciamento do genoma de 7 gondii tem possibilitado nao sé a avaliacdo dos fatores genéticos
associados com a viruléncia de cepas do parasita, mas também a andlise da sua estrutura populacional.

VIRULENCIA DE CEPAS DE Toxorrasma conoi

Aviruléncia de cepas de 7 gondii esta bem caracterizada no modelo murino. Os principais critérios para sua avaliacdo
sao a taxa de mortalidade e o tempo de sobrevida de camundongos infectados com inéculos graduais de taquizoitas. Com
base nesses critérios, as cepas de 7 gondii sao definidas como virulentas, nao virulentas ou de viruléncia intermedidria,
dependendo da sua morbidade e mortalidade em camundongos experimentalmente infectados (Figura 1).

A cepa RH e as cepas geneticamente semelhantes a ela exibem uma dose letal de 100% (DL, ) equivalente a um
Unico taquizoita vidvel, enquanto cepas nao virulentas, como a ME49, exibem uma DL, , > 10° taquizoitas, sendo as
infecgoes cronicas facilmente estabelecidas em camundongos. As cepas com uma viruléncia intermedidria apresentam
fenétipos variaveis, geralmente apresentando DL, > 10 taquizoitas.

Experimentos in vivo, in vitro e ex vivo confirmaram a existéncia de um fenétipo de viruléncia variavel entre cepas
de T’ gondii, dependente de varios fatores relacionados ao parasita e ao hospedeiro. Observou-se, por exemplo, que, em
relagdo as cepas nado virulentas, cepas virulentas de 7 gondii exibem tanto uma taxa de crescimento mais alta quanto
uma capacidade migratéria superior através de barreiras epiteliais. Essa capacidade de transpor barreiras bioldgicas,
como a placenta, causando a disseminagdao dentro do hospedeiro, seria um pré-requisito para o estabelecimento de
infecgdes por 7. gondii. Dessa forma, a infeccdo materna por cepas virulentas durante a gestacao aumentaria o risco
de transmissado transplacentdria, assim como a gravidade da toxoplasmose no feto em desenvolvimento.

Em camundongos, a patogénese da toxoplasmose também depende da presenca ou inducdo de mediadores
inflamatdrios soltveis. Enquanto cepas avirulentas de 7. gondii sao geralmente bem controladas pela resposta imune,
cepas virulentas sao letais, sugerindo que elas induzem um controle imune inadequado ou sao dotadas de propriedades
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destrutivas que causam lesao diretamente nos tecidos. Sabe-se hoje que a capacidade de as cepas virulentas causarem
infecgoes letais em camundongos nao é decorrente da destruicdo direta causada pelo parasita, nem de taxas de
resposta imune ineficiente, mas de uma superinducdo de citocinas inflamatérias. A infeccdo de camundongos com
baixas doses de parasitas de uma cepa avirulenta resulta em uma resposta imune caracterizada por niveis moderados
de INF-y, IL-12 e TNF-a, 0 que leva ao controle da replicagdo dos parasitas e a alteracdes teciduais minimas. Por outro
lado, a letalidade de cepas virulentas estd associada com niveis excessivos de citocinas T, 1, particularmente IL-18 e
IFN-y, no plasma. O IFN-y provavelmente estd associado ao desenvolvimento de necrose e contribui para a morte dos
animais, possivelmente devido a inducdo da producdo de 6xido nitrico, cujos niveis elevados causariam alteragoes
histopatolégicas no hospedeiro (Mordue et a/., 2001).

Figura 1 — Sobrevivéncia de camundongos BALB/c inoculados com injegdes intraperitoneais de 10°, 10!, 102 ou 10° taquizoitas das cepas BV (altamente
virulenta), EFP (de viruléncia intermedidria) e D8 (ndo virulenta) de Toxoplasma gondii
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Fonte: Ferreira, 2004.
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Na tentativa de identificar genes determinantes de viruléncia em 7 gondii, estudos de genética cldssica e reversa
tém sido realizados utilizando cepas genotipicamente distintas. Cruzamentos experimentais sugeriram que o fenétipo
de viruléncia seria um traco multiloco e que a sua variacdo na progénie poderia ser o resultado de interacoes de
alelos parentais em diferentes locos. Por outro lado, o cruzamento genético entre cepas de 7 gondii com diferentes
perfis de viruléncia possibilitou a identificacdo de varios locos de trago quantitativo (QTLs) associados com o fenétipo
de viruléncia no modelo murino. O principal gene candidato, localizado no cromossomo VIla, codifica para ROP18,
membro da familia ROP2, uma serina-treonina-quinase altamente polimérfica secretada durante a invasao do parasita.
O mapeamento genético da ROP18 demonstrou maior expressao dessa proteina em linhagens virulentas de 7 gondii,
e a transfeccdo do alelo virulento em uma cepa avirulenta aumentou de forma significativa a taxa de mortalidade
para camundongos. Outros genes candidatos foram encontrados nos cromossomos ViIb (ROP16) e XII (ROP5, SAG-3
e adenosina quinase), sugerindo que as quinases secretadas, caracteristicas dos parasitas do filo Apicomplexa, sdo
cruciais na interagdo parasita-hospedeiro (Saeij et al., 2006).

CLONALIDADE EM ToxopLasma onoir

A evolucado é conduzida por mutagoes, reproducao sexuada, recombinacao e selecao natural. A reproducao sexuada
em patdgenos eucariotos € considerada vantajosa por promover recombinagdo (entre locos) e segregagdao (dentro
do loco), que geram novas combinagdes de genes e, consequentemente, diversidade nas geracdes subsequentes. E
essa variacdo que confere a progénie novos potenciais bioldgicos, incluindo viruléncia, infectividade, crescimento,
diferenciacao e resisténcia a drogas. Por outro lado, a limitacao do sexo permite aos patégenos gerar populagoes
clonais bem-sucedidas, adaptadas aos seus respectivos hospedeiros e nichos ecolégicos, ainda que retenham a
capacidade de se reproduzir sexuadamente para permitir respostas a eventuais mudancas ambientais na natureza, no
hospedeiro ou a terapias antimicrobianas.

Os organismos que possuem uma estrutura genética populacional clonal consistem em linhagens que se propagam
independentemente, em sua maioria, geneticamente divergentes e de origem tipicamente ancestral, onde o sexo contribui
pouco, ou nada, para a variagao encontrada em populagdes naturais. A teoria clonal nao determina que a reproducao
sexuada esteja totalmente ausente em espécies basicamente clonais, mas que é muito rara para quebrar um padrdo
predominante da estrutura populacional clonal com todas as suas manifestagoes cldssicas, como um desequilibrio de
ligagdo, ou seja, associacao nao randdmica de alelos de diferentes locos (Tibayrenc & Ayala, 2002). Alto desequilibrio de
ligagdo ao longo do genoma significa que este € inteiramente transmitido entre geracdes como uma unidade, como na
reprodugdo clonal, enquanto equilibrio de ligacao ou desequilibrio baixo significa que diferentes partes do genoma séo
transmitidas independentemente, como na reproducao sexuada (Lehmann e£ a/., 2004).

Evidéncias de clonalidade, como desequilibrio de ligacao e isolamento de gendtipos idénticos do parasita em
diferentes hospedeiros e em regides geograficas distintas ao longo do tempo, levaram varios pesquisadores a postular
que 7. gondii se enquadrava na teoria da propagacao clonal. Segundo Grigg e Suzuki (2003), a clonalidade nessa espécie
€ proporcionada por dois detalhes importantes do seu ciclo de vida. Primeiro, o ciclo sexuado ndo € obrigatério. Assim,
sem mesmo passar por um felideo e sofrer recombinacdo sexuada, 7oxoplasma ¢ teoricamente capaz de se reproduzir
e disseminar infinitamente na natureza, fazendo com que cepas particularmente bem-sucedidas venham a dominar.

0 segundo aspecto que pode contribuir para a estrutura populacional clonal é o fato de 7 gondii ser haploide.
Dessa forma, um felideo infectado com apenas uma cepa produz oocistos contendo progénies geneticamente idénticas
a cepa infectante parental. A recombinacdo ocorreria se um felideo se infectasse com duas cepas ao mesmo tempo,
o0 que poderia acontecer se ele se alimentasse de uma presa que albergasse uma infecgdo mista ou se ingerisse duas
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presas, cada uma abrigando uma cepa diferente. A ingestdo de duas presas, entretanto, deveria acontecer dentro de
um intervalo de tempo muito curto para permitir o cruzamento efetivo, uma vez que os gametas sdo abundantes
apenas por um perfodo muito breve apds a primeira infeccao do felideo.

Inicialmente, as cepas de 7 gondii, obtidas sobretudo dos Estados Unidos e da Europa, foram agrupadas em trés
linhagens clonais distintas correlacionadas com o fenétipo de viruléncia para camundongos. Contudo, uma vez que
infecgoes de gendtipo misto ndo sé tém sido identificadas na natureza mas também induzidas experimentalmente e
que a existéncia de cepas hibridas em populagdes naturais tem sido demonstrada, foi proposto que a recombinagao
meidtica poderia ser uma forga efetiva condutora da diversidade de cepas desse organismo, indicando que a estrutura
populacional de 7 gondii é mais complexa do que a anteriormente descrita.

CARACTERIZAGAO DE CEPAS E ESTRUTURA POPULACIONAL DE ToxopLasma conoi

As cepas de 7 gondii tém sido caracterizadas por diferentes metodologias. Demonstrou-se variagdo antigénica
por Western blot e pela reatividade com anticorpos monoclonais. Detectaram-se polimorfismos genéticos por anélise
de sequéncias génicas de proteinas de choque térmico (HSPs), amplificacdo aleatéria do DNA polimérfico-reagdo
em cadeia da polimerase (Rapd-PCR) e andlise de microssatélites. Atualmente, a principal ferramenta utilizada para
caracterizagdo de cepas de 7 gondii é a reagao em cadeia da polimerase-polimorfismo por tamanho de fragmento de
restricdo (PCR-RFLP), método capaz de detectar variagdes minimas em um gene, em que uma Unica substituicdo de
bases pode criar ou extinguir um sitio capaz de ser digerido por uma endonuclease de restricao.

Em um estudo pioneiro, Howe e Sibley (1995) analisaram 106 isolados de 7oxoplasma obtidos de vérias espécies
de hospedeiros de cinco continentes para determinar a estrutura populacional de 7" gondii e avaliar a correlacao entre
o gendtipo do parasita e a toxoplasmose humana e animal. Os resultados, obtidos por andlise de seis fragmentos
de DNA (SAG-1, SAG-2, ROP1, 850, L328 e 62), mostraram que 7 gondii apresentava uma estrutura populacional
altamente clonal, constituida de trés linhagens predominantes, designadas tipo I (virulenta), tipo 1I e tipo III (ndo
virulentas). Quanto a correlacdo entre o gendtipo do parasita e o hospedeiro, houve uma predominancia de cepas
do tipo II associadas a toxoplasmose humana, e a frequéncia do tipo 111 foi significativamente mais alta em animais.

Em virtude da estrutura populacional clonal incomum de 7" gondii, Howe e colaboradores (1997) desenvolveram
um sistema de tipagem baseado em PCR-RFLP do loco SAG-2, que permite a identificacdo dos trés gendtipos clonais
anteriormente descritos (tipos I, 1I e III). Utilizou-se amplamente esse método para genotipagem de cepas isoladas
em diferentes paises, principalmente da Europa e da América do Norte, permitindo a observagdo de que cepas com
gendtipo do tipo Il estavam associadas com a maioria dos casos de toxoplasmose humana. Na Figura 2 observa-se um
exemplo da aplicagao desse método para genotipagem de cepas de 7 gondii isoladas no Brasil.

Contudo, a genotipagem de cepas de 7. gondii baseada em apenas um ou dois locos apresenta limitacoes, uma
vez que impossibilita a identificacao de gendtipos recombinantes, também denominados atipicos, exdticos ou nao
arquetipicos. Dessa forma, a genotipagem multilocal de cepas provenientes de dreas mais diversas revelou diferencas
na distribuicdo geografica de populagdes de 7 gondii. No Brasil, Ferreira e colaboradores (2006) caracterizaram cepas
do parasita por PCR-RFLP em oito locos independentes (SAG-7, SAG-2, SAG-3, B1, cB21-4, ¢S10-A6, GRA6 e L363) e
observaram que todas eram recombinantes naturais (Tabela 1), fato ainda nao registrado em outros locais do mundo.
Esses achados foram confirmados mais recentemente em isolados de 7 gondii obtidos em Erechim, no estado do Rio
Grande do Sul, e em pacientes com toxoplasmose cerebral em Sao Paulo.
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Figura 2 — PCR-RFLP do loco SAG-2 para genotipagem de cepas de Toxoplasma gondii isoladas no Brasil, utilizando as cepas de referéncia RH (tipo I),
ME49 (tipo I1) e VEG (tipo I1I)
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M = marcador de peso molecular (Promega, 100pb); C = controle negativo, sem DNA. As setas indicam os polimorfismos de restrigao. A digestao do produto de amplificacao
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As cepas brasileiras P D1, EFP, EGS, RAR, SAF, D2, D4, D6, AS28, BV e N apresentam o gendtipo tipo |, enquanto as cepas C4 e D7 sao do tipo Il

Fonte: Ferreira, 2004.
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Tabela 1 — Gendtipos de cepas de Toxoplasma gondii isoladas de humanos e animais no Brasil determinados por PCR-RFLP em oito locos independentes.
As cepas RH (Tipol), ME49 (Tipoll) e VEG (Tipolll) foram utilizadas como cepas de referéncia

Alelo e haplétipo no loco indicado
Cepa SAG1 SAG2 SAG3 GRAG B1 L363 ¢S10-A6 cB21-4 B
ER: He ER " ER " ER " ER " ER " ER " ER H
Ddel | Sau961 Hhal | Sau3Al Neil Msel Xhol | Pmil Mspl | HpyCHAN Rsal | HpyCHAN Haelll
RH (1) 1 1 | 1 1 | 1 | 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 | 1
MEAI () | 2 2 |2 1 I 2 2 [ny 2 2 |y 2 1 ] 1 2 Il 2 |2
VEG () | 2 2 a1 2 i 3 T < T I I 2 ()3 2 | 2 1 M1l 3 i3
AS28 1 1 | 1 1 | 3 1] 2 Il 1 1 | 1 1 | 1 1 | 7 Vil | 4
BV 1 1 | 1 1 | 3 11 2 I | I 1 | 1 1 | 1 1 | 7 Vil | 4
N 1 1 | 1 1 | 3 11 2 I | N 1 | 1 1 | 1 1 | 7 Vil | 4
EGS 1 1 I 1 1 | 3 11 2 | I 1 | 1 2 V| 1 1 | 6 VI |5
RAR 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 V| 1 1 | 2 | 6
SAF 1 1 | 1 1 | 3 1] 3 Il 1 1 | 1 2 v 1 1 | 2 Il 6
D5 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |1 1 | 1 2 V| 1 1 | 3 7
D6 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 V| 1 1 | 2 | 6
EFP 1 1 | 1 1 | 3 1] 3 Il 1 1 | 1 2 v 1 1 | 5 ) 8
D1 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |1 1 | 3 2 | 2 1 M1l 2 ]9
D2 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 V| 1 1 | 2 |6
D3 1 1 | 1 1 | 3 1] 3 Il 1 1 | 1 2 v 1 1 | 6 Vi 10
D4 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 V| 1 1 | 3 |11
D7 1 1 | 1 2 i 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 V| 2 1 11 2 |12
CH1 1 1 I 1 2 i 3 iy 3 |mj 1 1 | 3 2 | 2 1 11 2 |13
CH2 1 1 | 1 2 i 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 V| 1 1 | 3 |14
CH3 1 1 | 1 2 Il 3 1] 3 Il 1 1 | 1 2 v 1 1 | 3 |14
c4 1 1 | 1 2 i 3 iy 3 |1 1 | 3 2 1 1 | 1 I |15
P 1 1 | 1 1 | 3 iy 3 |mj1 1 | 1 2 v 2 1 11 4 IV | 16
D8 1 1 | 1 2 Il 3 1] 3 Il 1 1 | 1 2 v 2 1 Il 3 |17
# Endonuclease de restrigao utilizada para digestao do loco indicado.
b Hapldtipo.
°Esquizodema.

Uma andlise da variabilidade genética de 125 isolados de 7 gondii provenientes de galinhas, caes e gatos do
Brasil, utilizando dez marcadores PCR-RFLP (SAG-1, SAG-2, SAG-3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico),
possibilitou a identificacdo de 48 gendtipos. A andlise filogenética mostrou que grupos clonais também existem
no Brasil, apesar de haver uma diversidade genética maior neste pais em comparagdo ao que ocorre na América
do Norte e na Europa (Figura 3). Designaram-se as linhagens clonais brasileiras como tipo Brl, tipo Brll, tipo
BrIll e tipo BrIV. Esses resultados indicaram que a populacdo de 7' gondii no Brasil apresenta poucas linhagens
clonais bem-sucedidas que se expandiram numa vasta drea geogréfica. A analise de mortalidade em camundongos
infectados mostra que os isolados do tipo Brl sdo altamente virulentos; isolados do tipo Brlll ndo sao virulentos;
e os tipos Brll e BrlV apresentam viruléncia intermedidria para camundongos (Pena et a/., 2008). Um estudo
semelhante utilizando 24 isolados de 7 gondii provenientes de recém-nascidos com toxoplasmose congénita no
estado de Minas Gerais permitiu a identificacao de 14 genétipos, incluindo sete genétipos previamente identificados
em animais do Brasil e outros sete novos (Carneiro et al., 2013). O gendtipo Brll foi observado em 29% (7/24) dos
isolados e foi o tipo predominante nesse estudo. Nao foi observada associacdo entre o genétipo de 7 gondii e sinais
clinicos de toxoplasmose nas criangas.
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Figura 3 — Andlise filogenética por NeighborNet de isolados de Toxoplasma gondii obtidos no Brasil
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TgCkBr107 a 145: isolados de galinha do Para; TgCkBr146 a 164: isolados de galinha do Rio Grande do Sul; TgCatBrl a 37: isolados de gatos do Parana; TgCatBr38 a 84: isolados
de gatos de Sao Paulo; TgDgBr1 a 19: isolados de caes de Sao Paulo.

Fonte: Pena et al., 2007.

O estudo de populagdes diferentes de 7 gondii realizado por Dubey e Su (2009) confirmou que a estrutura
populacional do parasita presente na América do Norte e na Europa € clonal, e no Brasil a variabilidade genética
intraespecifica foi mais uma vez evidenciada. Os autores citam trés observagdes importantes sobre os isolados de
7. gondii obtidos no Brasil: primeiro, a auséncia de isolados do tipo II; segundo, isolados do tipo I sdo raros; terceiro,
a maioria dos isolados nao € clonal, sugerindo recombinagdo e transmissao eficiente por oocistos.

A origem de cepas hibridas de 7 gondii tem sido objeto de diversos estudos. Grigg e colaboradores (2001)
sequenciaram 15 locos imunogénicos polimdrficos em cepas arquetipicas dos tipos I, I e IIl. As 18 cepas analisadas
eram derivadas de multiplas espécies de hospedeiros e de sitios geograficos que compreendiam trés continentes.
Observou-se que todos os 15 locos possufam, em sua maioria, duas classes alélicas, designadas A e ‘E’, em que o
alelo A foi definido como a classe alélica compartilhada por pelo menos dois dos trés tipos de gendtipo do parasita.
Para cada loco, essas duas classes alélicas estavam distribuidas aleatoriamente entre os parasitas das trés linhagens.
Para alguns locos, as linhagens I e Il compartilhavam a mesma classe alélica e a linhagem 11l era diferente; para outros
locos, as linhagens I e Il compartilhavam a mesma classe e a II era diferente, e assim por diante. Ao sequenciarem
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genes de dez cepas que possuiam genétipos diferentes daqueles das trés linhagens predominantes, para metade
delas as duas classes alélicas, A e E, foram as Unicas identificadas, apesar de existirem em uma nova combinagao.
Para as outras cinco cepas analisadas, as classes alélicas A e E também predominaram, mas exemplos de um alelo
verdadeiramente novo foram encontrados em alguns dos locos analisados. Os resultados desse estudo mostraram
que, apesar de alelos novos ou quiméricos existirem em muitos locos varidveis da maioria das cepas exdticas, a
tendéncia dimérfica ainda era observada e, assim, mesmo as cepas exdticas parecem ter se originado de mistura
genética recente de duas linhagens ancestrais.

Khan e colaboradores (2007), ao combinar analises filogenéticas moleculares e fenotipicas, também concluiram que
populagoes do parasita das Américas do Norte e do Sul divergiram de um ancestral comum. Mudangas populacionais
antigas e recentes foram moldadas por biogeografia ao longo dos tltimos milhées de anos e, mais recentemente, pela
radiacdo adaptativa de um pequeno nimero de linhagens de 7" gondii altamente bem-sucedidas, evento este associado
com a origem do cromossomo monomdrfico 1a (cromossomo 1a). O cromossomo 1a possui uma ancestralidade
comum de aproximadamente dez mil anos e une as linhagens predominantes que sdo abundantes na América do
Norte e na Europa. A subsequente introgressao de cepas da América do Norte na América do Sul tem sido associada a
uma difusdo gradual do cromossomo 1 monomorfico, tornando as populacées do sul cada vez mais clonais. Embora
a expansdo de haplogrupos carreando esse cromossomo 1 monomdrfico seja uma forga impulsionadora na evolugdo
recente de 7 gondii, a vantagem real dessa expansao ainda nao esta clara (Sibley & Ajioka, 2008).

Como um exemplo da maneira pela qual duas linhagens ancestrais poderiam ter divergido e posteriormente se
reunido, propds-se que cepas do Velho e do Novo Mundo sofreram deriva por milénios e tiveram a oportunidade de
cruzar apds a colonizacao europeia do Novo Mundo, com a macica importacao e/ou exportacao de animais, muitos
dos quais poderiam provavelmente ter chegado infectados com cepas divergentes de 7oxoplasma (Grigg & Suzuki,
2003). Outra hipétese € a de que 7 gondii tenha entrado na América do Sul em associacdo com a migragao de seus
hospedeiros definitivos felinos e aqui se diversificado apds o restabelecimento do canal do Panama (Khan et al.,
2007). Além disso, € possivel que uma alta taxa de outcrossing (situagdo em que o sexo ocorre entre hapldtipos néo
idénticos, resultando no rearranjo de material genético) em 7~ gondii possa ocorrer no Brasil por causa de uma taxa
de transmissdo mais alta no pafs quando comparada com a que existe nos Estados Unidos (Lehmann et al., 2004).

Com base nesses achados, o conhecimento da estrutura populacional de 7 gondii é de grande importancia na
area de satde publica e na clinica médica, uma vez que a correlacdo entre o genétipo do parasita e a manifestacao da
doenca podera fornecer marcadores que definam o progndstico da toxoplasmose, levando ao tratamento apropriado
dos pacientes com infeccao por 7 gondii. Existem evidéncias de que o curso clinico da toxoplasmose congénita difere
em paises da Europa e nos Estados Unidos, em comparagdo com regides da América do Sul: a doenga ocular € cinco
vezes mais comum em criangas com toxoplasmose congénita, identificadas pela triagem neonatal no Brasil, do que
em criangas identificadas por triagem pré-natal ou neonatal na Europa. E provavel que a maior frequéncia e gravidade
da toxoplasmose congénita no Brasil estejam associadas ao predominio de cepas recombinantes observado no pafs
(Gilbert et al., 2008).

Torna-se necessario, portanto, encontrar fatores determinantes da apresentacdo clinica da toxoplasmose para
que medidas de controle possam ser desenvolvidas, tanto para a profilaxia como para a prevencdo e o tratamento
da patologia causada por 7 gondii. Conforme salientado por Grigg e Suzuki (2003), o entendimento da variabilidade
genética em uma espécie sexuada alvo para uma vacinagdo difundida é fundamental para reduzir qualquer
possibilidade de selecionar variantes que sejam mais virulentas ou que causem novas doengas. O impacto genético
desses tipos de pressao seletiva deveria ser uma importante consideracao no desenvolvimento de vacinas e estratégias
de controle terapéutico futuro.
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BREVE HISTORICO

mbora a identificacdo do 7oxoplasma gondii tenha ocorrido em 1908, sua transmissdo permaneceu um

mistério durante trinta anos. Em 1939 houve a primeira evidéncia da transmissao congénita. Ainda assim,
o ciclo evolutivo, a explicacdo de sua ampla distribuicao geogréfica e as vias de transmissdo permaneceram na
obscuridade até 1970. A evidéncia de que o toxoplasma é um parasita intracelular obrigatério, por exemplo, sé foi
demonstrada experimentalmente em 1937 por Sabin e Olitsky. Na década de 1950, uma das principais questoes entre
os cientistas era explicar como tantos animais e seres humanos se infectavam com 7 gondii. Inimeras foram as
tentativas de demonstrar o envolvimento de artrépodes nessa transmissao, devido a presenga do parasita no sangue
dos hospedeiros, sem sucesso. O conhecimento dos estdgios infecciosos, de taquizoitas e de cistos teciduais levou a
hipétese de que o carnivorismo pudesse ser um mecanismo de infecgdo (Weinman & Chandler, 1954). A demonstragao,
em 1960, por Jacob e colaboradores, da resisténcia de bradizoitas derivados de cistos teciduais (presentes em carne
crua ou malcozida) as enzimas proteoliticas permitiu a Desmonts, Couvreur e Ben Rachid (1965) testarem esta
hipétese, confirmando que esta era uma das vias de transmissao do parasita. Esses dados conflitavam com a alta
incidéncia de infeccdo entre os herbivoros e vegetarianos. Esse quadro de duvida foi elucidado por Hutchison (1965),
que identificou o oocisto como a forma resistente do parasita. Assim, nos anos 1970 o ciclo de vida do toxoplasma
foi desvendado quase simultaneamente por varios grupos (revisto em Dubey, 2008; 2009; Ferguson, 2009): o estdgio
oocisto presente nas fezes de gatos era derivado do desenvolvimento sexual do parasita no intestino dos felinos. Esse
conhecimento permitiu a incorporacdo do gato ao ciclo evolutivo do toxoplasma, como seu hospedeiro definitivo,
e animais de sangue quente, como hospedeiros intermedidrios. Assim, as vias de transmissdo do parasita foram
estabelecidas por duas rotas principais: congénita e infec¢do oral por diferentes estdgios infecciosos — cistos teciduais
por carnivorismo, pela ingestdo de carne crua ou malpassada e pela ingestao de oocistos presentes em alimentos, no
solo ou na agua, o que justifica a sua alta incidéncia entre os vegetarianos e herbivoros (revisto em Jones e Dubey,
2010). Na Figura 1, representa-se o ciclo de transmissdo do toxoplasma.
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Figura 1 — Ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii: vias de transmissao entre os hospedeiros intermediarios e definitivos
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FORMAS INFECTANTES

As formas evolutivas do 7 gondii responsaveis pela infeccao dos hospedeiros intermedidrios e definitivos
sdo: cistos teciduais (contendo bradizoitas) presentes em carnes e visceras de organismos infectados; taquizoitas
encontrados em diversos tecidos e fluidos corporais e os esporozoitas encontrados no interior de oocistos eliminados
pelas fezes dos hospedeiros definitivos (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Dubey, 2002). Existem, entretanto, diferencas
quanto a infectividade de cada uma dessas formas de acordo com o hospedeiro. Das trés formas infectantes, o cisto
tecidual, contendo os bradizoitas, parece ser a forma mais efetiva para infec¢do de felideos, resultando, apds a
sua ingestao, na liberacao de oocistos nas fezes de quase todos os animais testados. Em contrapartida, oocistos e
taquizoitas, quando ingeridos por felideos, levam a producdo de oocistos em menos de 30% dos animais infectados
(Ferguson, 2009). A formagdo de oocistos parece ser uma etapa natural do ciclo de vida do 7’ gondii em felideos, ndo
estando relacionada ao estado imunoldgico do hospedeiro (Dubey, 2009).

Taquizoitas

O termo ‘taquizoita’ (faqui- = ‘rdpido’ em grego) foi criado por Frenkel (1973) para descrever o estdgio evolutivo
do parasita, que se multiplica rapidamente dentro de muitos tipos celulares do hospedeiro intermedidrio e nas
células epiteliais nao intestinais do hospedeiro definitivo. Taquizoitas também tém sido chamados de trofozoitos,
endodiozoitos ou endozoitos, que sdo termos mais antigos (revisto em Dubey, Lindsay & Speer, 1998). Os taquizoitas
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possuem formato eliptico (6 um X 2 pm) e sao obrigatoriamente intracelulares de todas as células nucleadas.
Invadem as células preferencialmente por penetragdo ativa, sdo encontrados no interior de vactolos parasitéforos
e, eventualmente, sdo intranucleares (Dubey, 2002; Barbosa et al., 2005; Jones & Dubey, 2010). A multiplicagdo dos
parasitas intravacuolares ocorre por endodiogenia, que € a forma especializada de multiplicacdo assexuada, onde duas
células-filhas se formam no interior da célula-mae (De Souza, 1974). Cessada a replicacao, os taquizoitas completam
seu ciclo litico: deixam o vacutolo e alcancam o meio extracelular pelo rompimento da membrana plasmaética da célula
hospedeira, disseminando-se pela via hematogénica ou linfdtica para vérios tecidos (Dubey, 1998). Os taquizoitas
sdo o estdgio responsavel pela fase aguda da infeccdo. As caracteristicas ultraestruturais das formas evolutivas serdo
tratadas no Capitulo 3.

Cistos Teciduais

Depois de um nimero desconhecido de divisdes e mecanismos ainda ndo bem esclarecidos, os taquizoitas de 7
gondii do interior das células dao origem a outro estagio evolutivo denominado bradizoita. Essa forma infecciosa
tem como principal caracteristica bioldgica a capacidade de se reproduzir lentamente (bradi- = lento, em grego).
O termo foi criado por Frenkel (1973) e é também conhecido como cistozoita (revisto em Dubey, Lindsay & Speer,
1998). Os bradizoitas medem aproximadamente 7um x 1,5 um (Weiss & Kim, 2000). Os eventos que se seguem apds
a diferenciacdo dos bradizoitas sdo as alteracoes morfolégicas da membrana e da matriz do vactolo parasitéforo,
constituindo a parede cistica e dando origem ao cisto tecidual, estrutura caracteristica da fase crénica da infecgao
(Weiss & Kim, 2000; Guimaraes et al., 2007). Cistos teciduais variam de tamanho: os jovens podem medir cerca de
5 um de diametro e conter somente dois parasitas, enquanto os mais velhos podem conter centenas de organismos,
alcancando em média 60 um de didmetro. Embora os cistos teciduais se desenvolvam em diversos 6rgaos como
pulmées, figado e rins, eles sdo prevalentes nos tecidos muscular e nervoso, incluindo o cérebro, olhos e musculos
esquelético e cardfaco (Speer, Clark & Dubey, 1998; Weiss & Kim, 2000; Jones & Dubey, 2010). Cistos teciduais no
cérebro sdo frequentemente esféricos e raramente alcangam 70 pm de didmetro, enquanto cistos intramusculares sdo
alongados e podem atingir 100 um de tamanho (Dubey, 1998).

Os cistos teciduais podem permanecer latentes por toda a vida do hospedeiro sem causar uma resposta
inflamatéria ou imunoldgica, evitando, assim, sua destruigdo (Hill & Dubey, 2002). Durante o curso da infeccéo,
os cistos teciduais podem romper-se, e com a diferenciacdo de bradizoitas em taquizoitas (conversdo), reinvadem
outras células hospedeiras e se rediferenciam em bradizoitas (interconversao), formando um novo cisto tecidual
(Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000).

A parede dos cistos teciduais € rica em aglcares e outros polissacarideos, eldstica e pouco densa (< 0,5 um de
espessura), e é constituida por uma membrana e pela regido granular (localizada na face interna dessa membrana).
A regiao granular é formada por um material elétron-denso granuloso que também preenche os espagos entre os
bradizoitas (Weiss & Kim, 2000; Guimaraes, Carvalho & Barbosa, 2003; Guimaraes et al., 2007). E bem aceito na
literatura que a parede cistica tenha sua origem molecular na célula hospedeira e/ou no produto de secrecao do
parasita intravacuolar. A parede cistica e a matriz cistica provavelmente promovem uma barreira fisica contra o
sistema imune do hospedeiro (Weiss & Kim, 2000).

Em alguns estudos, demonstra-se a existéncia de tropismo maior para formacdo de cistos cerebrais em pequenos
roedores, independentemente da cepa de 7 gondii, enquanto para grandes mamiferos como bovinos, ovinos e caprinos
os cistos sdo predominantemente musculares (Dubey & Jones, 2008).
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Oocistos

Oocistos contém formas infectantes de 7. gondii e sao produzidos no epitélio intestinal dos felideos (hospedeiros
definitivos) e eliminados, ainda imaturos, junto com as fezes no meio ambiente, onde sofrem maturacdo (Tenter,
Heckeroth & Weiss, 2000). Esse processo de maturagao ou esporulagdo, que ocorre no meio ambiente, pode durar de
um a cinco dias, sob a influéncia da oxigenacao, umidade e temperatura adequadas (Hill & Dubey, 2002; Dubey, 2004).
Os oocistos ndo esporulados tém forma ovalada e dupla membrana. Os oocistos esporulados sao elipticos, contém
dois esporocistos e cada esporocisto possui quatro esporozoitas. Os esporozoitas medem cerca de 6-8 um X 2 pm.
Morfologicamente, representam a forma intermedidria entre taquizoitas e bradizoitas, considerada a quantidade de
determinadas organelas: nimero intermediadrio de micronemas, um ntimero superior de granulos densos em relagao
aos taquizoitas e muitos granulos de amilopectina como os bradizoitas. Caracterizam-se pela presenca de muitos
granulos lipidicos, que parecem ser uma exclusividade dos esporozoitas (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Speer, Clark
& Dubey, 1998; Ferguson, 2004; Speer e Dubey, 2005).

A formagdo de oocistos ocorre mediante reproducdo sexuada ou ciclo enteroepitelial exclusivo de gatos
domésticos e outros felideos, nos quais se observam (no epitélio intestinal, mais precisamente na regido jejunoileal
do intestino delgado) os processos de esquizogonia, gametogonia e esporogonia (Hill & Dubey, 2002; Ferguson,
2009; Jones & Dubey, 2010).

O ciclo sexuado de 7 gondii pode-se iniciar por qualquer forma infectante do parasita: bradizoitas dos cistos
presentes em carnes, taquizoitas em diversos tecidos e fluidos corporais e esporozoitas em oocistos esporulados
(Dubey, 2004; Jones & Dubey, 2010). O tempo de pré-paténcia e a frequéncia da liberacdo de oocistos dependem da
forma infectante ingerida: de trés a dez dias apds ingerir cistos teciduais ou bradizoitas, maior ou igual a 13 dias
apos a ingestao de taquizoitas e de 18 ou mais dias apds ingestao de oocistos (Dubey, 2004; Dubey & Jones, 2008).
Apds a ingestao dos cistos teciduais pelos gatos, a parede cistica é destruida por enzimas proteoliticas do estomago
e do intestino delgado. Os bradizoitas sao liberados e penetram na parede intestinal, iniciando o desenvolvimento
de varias geracoes de 7. gondii. Ocorrem cinco estagios enteroepiteliais, ou esquizontes distintos, tipos A, B, C, D € E
(Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005; Dubey, 2009; Ferguson, 2009).

Os esquizontes se localizam entre a superficie interna e o ntcleo dos enterécitos (Ferguson, 2004; Speer &
Dubey, 2005). Os estagios enteroepiteliais ocorrem de maneira sequencial e sdo morfologicamente semelhantes aos
demais tipos infecciosos de 7" gondii (Dubey & Frenkel, 1972) como representados na Figura 2. A diferenciacdo mais
acentuada fica restrita a estrutura do vactolo parasitéforo (VP) que, neste caso, € repleto de uma rede de membranas
tubulovesiculares (RMTV) (Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005). O ciclo enteroepitelial se inicia pelo esquizonte do
tipo A, que € observado nos enterdcitos superficiais e as vezes na lamina prépria intestinal dos gatos, apds 12 a 18
horas da ingestao de cistos. Possui nicleo centralizado, pode ser corado pelo Giemsa e é negativo para o dcido periddico
de Shiff (PAS). O esquizonte do tipo B ocorre de 12 a 54 horas pds-infeccdo e se multiplica por endodiogenia, enquanto
os demais se multiplicam por endopoligenia (forma especializada de multiplicagdes assexuadas em que vdrias células-
filhas se formam no interior da célula-mae) (De Souza, 1974). Apresenta ntcleo centralizado e alguns granulos
situados na periferia citoplasmadtica sdo positivos para PAS. A divisdo destes organismos é pleomérfica, existindo
organismos com trés ou mais nticleos (Dubey & Frenkel, 1972). No interior de enterdcitos, localizam-se em um grande
vactiolo parasitéforo, cuja matriz é rica em RMTV (Dubey & Frenkel, 1972). Esquizontes do tipo B multiplicam-se
por endodiogenia e ultraestruturalmente sao muito similares aos taquizoitas, porém ocorrem exclusivamente em
enterdcitos felinos, medindo 5,8 pm x 2,9 um. Possuem poucos e pequenos granulos de amilopectina e réptrias pouco
definidas (Dubey & Frenkel, 1972). Muitos esquizontes do tipo B permanecem no mesmo VP apds vdrias divisoes
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e formam grandes estruturas multinucleadas, que possuem numerosos corpos lipidicos e mitocéndria com matriz
elétron-densa moderada (Dubey & Frenkel, 1972; Speer, Clark & Dubey, 1998).

O esquizonte do tipo C se desenvolve entre 24 e 32 horas no interior do vactolo parasitéforo de enterdcitos,
multiplicando-se por endopoligenia em forma de roseta (Dubey & Frenkel, 1972). Individualmente é alongado com o
ntcleo subterminal, fortemente positivo para PAS e mede 6,1 um x 1.5 um (Dubey & Frenkel, 1972). Os esquizontes
do tipo C contém poucos micronemas e granulos densos, muitos corpos lipidicos e pequenas mitocondrias (Speer &
Dubey, 2005). A forma intermedidria do esquizonte do tipo C apresenta varios nicleos com nucléolos evidentes. O
vactolo parasitéforo ndo contém RMTV e sua membrana € intimamente associada a membrana do esquizonte. Os
esquizontes intermedidrios se desenvolvem por endopoligenia. O VP em torno dos esquizontes do tipo C maduros
contém pequenos agregados de material granular, a RMTV e a membrana do vactolo parasitéforo sdo intimamente
associadas a membrana do esquizonte do tipo C, que apresenta duas mitocondrias proeminentes, réptrias elétron-
densas e granulos de amilopectina (Speer & Dubey, 2005). Eventualmente, durante a multiplicagao ocorre a formagéao
de um corpo residual medindo aproximadamente 2 um x 3 um, contendo residuos de mitocéndria, ribossomos, reticulo
endoplasmatico e granulos de amilopectina (Speer, Clark & Dubey, 1998; Speer & Dubey, 2005).

Figura 2 — Estagios enteroepiteliais do ciclo de Toxoplasma gondii nas células epiteliais superficiais do intestino delgado do gato doméstico
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Entre 32 horas e 15 dias pds-ingestao de cistos teciduais, sdo observados os esquizontes do tipo D, que sao
abundantes nas células epiteliais da base das vilosidades intestinais, e apés quarenta horas comecam a dividir-se em
multiplos nicleos. Por meio de divisdo nuclear assimétrica, geram organismos de varios aspectos morfolégicos (Dubey
& Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005). Ultraestruturalmente, os esquizontes do tipo D (5,8 um x
1,3 um) apresentam roptrias elétron-densas, preenchidas com material granular e localizadas acima do complexo de
Golgi (Speer & Dubey, 2005).

Finalmente, a partir de trés até 15 dias pds-infeccao ja se observam os estdgios pré-gametogénese caracterizados
pela presenca do esquizonte do tipo E, que apresenta um corptsculo residual com parasitas em forma de roseta (Dubey
& Frenkel, 1972; Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005). Os esquizontes do tipo E surgem a partir de esquizontes
do tipo D que escaparam para células vizinhas. Assim, esse tipo celular apresenta caracteristicas ultraestruturais
distintas, como membrana do vactiolo parasitéforo (MVP) elétron-densa, numerosas e proeminentes mitocondrias
situadas logo abaixo da pelicula do esquizonte do tipo E (4,5 um x 1,1 pm), apresentam réptrias elétron-densas e
diversos corpos granulares e medem cerca de 300 nm a 600 nm de diametro (Speer & Dubey, 2005).

Os tipos A, B e C ocorrem de forma sequencial, ou seja, o tipo A conduz a formacgdo dos tipos B e C, e estes
amadurecem rapidamente e desaparecem conforme vao surgindo as formas do tipo D (Dubey & Frenkel, 1972). Os
gametdcitos sé sdo observados na auséncia dos tipos A, B e C. Os tipos D e E ocorrem simultaneamente com os
gametas, sugerindo que estes sejam precursores dos gametas ou variantes do mesmo estagio biolégico evolutivo
(Dubey & Frenkel, 1972; Speer & Dubey, 2005).

As fases evolutivas dos tipos A, B, C, D e E parecem ser exclusivas do ciclo do toxoplasma, uma vez que, em estudos
com outros coccideos, estes tipos nunca foram observados (Dubey & Frenkel, 1972). Durante a gametogénese, ocorre a
formagdo dos microgametas (5,7 um x 3,5 um), que possuem o nucleo bastante pequeno e dois flagelos longos, uma
Unica mitocdndria, nicleo elétron-denso e complexo membranar interno com aproximadamente 12 microttbulos. O
VP € preenchido por material elétron-lucente (Speer & Dubey, 2005). Os macrogametas (8,1 um X 6,0 um) contém
todas as organelas comuns ao género, além de corpos formadores de parede de tipos I e II, corpos lipidicos e granulos
de amilopectina. O VP contém material levemente granular, moderadamente elétron-denso e com poucos vactolos
granulares (Dubey, Lindsay & Speer,1998; Ferguson, 2004; Speer & Dubey, 2005).

Os microgametas, quando saem das células da parede intestinal, caem na luz intestinal e sdo atraidos por
quimiotaxia até os macrogametas (Dubey & Frenkel, 1972; Speer & Dubey, 2005). A fecundagdo ocorre nas células
intestinais, dando origem ao ovo ou zigoto, que apds formar sua parede se diferencia para oocisto imaturo e rompe
os enterdcitos, sendo liberado juntamente com as fezes dos felideos no meio ambiente, onde ocorrerd a esporogonia
(Dubey & Frenkel, 1972; Speer & Dubey, 2005).

Gatos domésticos podem excretar milhoes de oocistos imaturos apds ingerirem apenas um bradizoita ou um cisto
tecidual (Dubey, 1998a; Dubey, Lindsay & Speer, 1998). Geralmente, menos de 1% da populagdo de gatos pode ser
encontrada liberando oocistos. Os oocistos sao liberados por apenas um curto intervalo de tempo (de uma a duas
semanas) na vida do gato (Jones & Dubey, 2010).

Um estudo recente revela que em condicdes naturais os gatos domésticos podem eliminar oocistos depois de uma
primoinfecgdo por até trés semanas, principalmente na primeira semana (Jones & Dubey, 2010). Em condicdes de
laboratério, gatos com bom estado imunitdrio podem reeliminar oocistos quando alimentados com cistos teciduais
seis dias apds a primeira infeccdo (Dubey, 1995). Infeccdes concomitantes, desnutricdo e imunossupressao também
podem favorecer uma nova liberagao de oocistos (Dubey, 1995; Dubey, Lindsay & Lappin, 2009).
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Desta forma, os felideos — principalmente os gatos domésticos — fazem o papel de disseminadores do parasita e
hospedeiros definitivos, e liberam no ambiente uma grande quantidade de oocistos, que, quando esporulados, podem
permanecer vidveis por muitos meses ou anos, contaminando o solo, dgua e alimentos (Dubey & Frenkel, 1972; Speer,
Clark & Dubey, 1998; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000; Hill & Dubey, 2002; Dubey, 2004; Jones & Dubey, 2010).

A quantidade e o numero de vezes que os gatos eliminam naturalmente oocistos na natureza ainda nao estao
bem esclarecidos. Essa questao apresenta algumas dificuldades: além do ndmero baixo de animais que eliminam
oocistos em investigagoes parasitolégicas (< 1%), a deteccdo de oocistos nas fezes apresenta varios problemas
técnicos, incluindo a baixa sensibilidade dos testes imunoldgicos utilizados; semelhanga morfolégica com oocistos
de Hammondia hammondi (e outros coccideos); e os diagndsticos moleculares ainda apresentam reatividade cruzada
com outros protozodrios, além do elevado custo (Jones & Dubey, 2010).

Devemos ressaltar também que oocistos de 7. gondii sao altamente resistentes ao meio ambiente e suas influéncias,
incluindo o congelamento, podendo permanecer até 54 meses vidveis na dgua fria (Dubey, 1998). Oocistos também
nao sao inativados pelos tratamentos fisicos e quimicos tradicionais em estagdes de tratamento de dgua, incluindo a
cloracdo, o tratamento de 0zonio e os raios ultravioleta (Jones & Dubey, 2010).

CICLO DE VIDA DE ToxopLasma conpn

A transmissao da toxoplasmose pode ocorrer basicamente por duas vias: horizontal, pela ingestao oral de oocistos
liberados no ambiente junto com as fezes de gatos, ou de cistos teciduais encontrados em carne crua ou em visceras
cruas ou malcozidas dos hospedeiros intermedidrios; e pela via vertical, por transmissdo transplacentdria dos
taquizoitas. 7 gondii é disseminado por praticamente todos os animais de sangue quente, como aves e mamiferos,
incluindo os seres humanos, em cujo organismo ocorre apenas a reprodugdo assexuada do parasita, atuando como
seus potenciais hospedeiros intermedidrios e reservatdrios. Em muitos hospedeiros os taquizoitas podem também
ser transmitidos pelo leite. Assim, o parasita circula do hospedeiro definitivo para o intermedidrio ou vice-versa,
bem como entre os hospedeiros definitivos e entre os hospedeiros intermedidrios (Dubey, 2002; Hill & Dubey, 2002;
Dubey, 2004). De qualquer modo, a prevaléncia da infeccao nao € confinada exclusivamente a presenca do hospedeiro
definitivo, fazendo que seu ciclo de vida continue por meio da transmissao de cistos teciduais entre os hospedeiros
intermedidrios (Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000).

Além disso, as vias de transmissao sdo as mais amplas possiveis, envolvendo a dgua, solo e ar e potencialmente
veiculos de disseminacdo como insetos e vermes (Jones & Dubey, 2010).

Nas ultimas décadas, a infeccdo por 7 gondii por meio da dgua vem ganhando mais importancia. Um marco
desse registro € o relato de um surto no Brasil envolvendo 155 pessoas que consumiram dgua de um pogo artesiano
contaminada com fezes de gatos (Moura et a/., 2006). No Brasil, a falta de tratamento da dgua tem sido relatada
como uma importante fonte de infeccdo em regides com toxoplasmose endémica, entre a populacdo de classe
socioeconémica baixa (Bahia-Oliveira et a/., 2003). Além disso, a cada ano aumentam os relatos de mamiferos
aquéticos apresentando toxoplasmose, indicando a contaminacao e veiculacao do parasita pela dgua, inclusive do
mar (Dubey & Jones, 2008).

Para melhor compreensao das vias de transmissao de 7 gondii, os ciclos bioldgicos serdo apresentados com base
nas formas de transmissao predominantes.
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Transmissao Ambiental

O ciclo ambiental ou fecal-oral de 7 gondii se desenvolve logo apds a ingestdo de oocistos presentes no solo,
na dgua ndo tratada, sobre frutas e verduras mal lavadas ou veiculados por insetos, aves e/ou pequenos roedores
sinantrépicos (Dubey, 2004; Jones & Dubey, 2010).

No estdmago, enzimas proteoliticas destroem a parede do oocisto, liberando os esporozoitas na luz intestinal, os
quais invadem ativamente as células intestinais epiteliais superficiais. No interior das células, localizam-se sempre
em vacuolos parasitéforos, e no seu interior se convertem imediatamente em taquizoitas iniciando sua reprodugao
rapida, por endodiogenia (Speer & Dubey, 2005; Ferguson, 2009). Dessa forma, o parasita atravessa rapidamente as
células epiteliais intestinais e alcanca outros tipos celulares em diversos tecidos por meio da circulagdo sanguinea
e/ou linfatica, mantendo sua multiplicacao intracelular rdpida por endodiogenia (Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000).

A mudanca no ritmo de multiplicagdo do parasita € provocada pela resposta imunoldgica do hospedeiro relacionada
a regulacdo na producao principalmente das citocinas IL-10, TGF-B, IL27 e IL-12 pelos linfécitos TCD4+, que modulam
a patogénese da toxoplasmose sistémica e local (Gaddi & Yap, 2007). O processo de endodiogenia passa a ocorrer de
forma lenta com interconversao dos taquizoitas em bradizoitas e formagao de cistos teciduais (Dubey, 1998; Gaddi &
Yap, 2007). Embora os fatores imunolégicos do hospedeiro participem decisivamente da modulagdo da multiplicagao
e interconversao de 7. gondii, estudos sugerem que hd uma base genética para a viruléncia do parasita, ou seja, cepas
do tipo I (virulentas) tendem a manter uma taxa de replicagao acelerada, enquanto cepas dos tipos II e I1I (avirulentas)
favorecem o encistamento e cronificagdo da infeccao (Appleford & Smith, 2000).

Transmissao pelo Carnivorismo

Os cistos teciduais sdo predominantes durante a infeccao cronica em todos os hospedeiros de 7" gondii, mas podem
comegar a ser produzidos ainda durante a fase aguda (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Dubey & Jones, 2008). Estes
sao mais frequentemente encontrados no sistema nervoso central, na retina e na musculatura esquelética e cardiaca.
Entretanto, também podem ocorrer mais raramente em visceras como pulmao, figado e rins (Dubey, Lindsay & Speer,
1998; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000; Dubey & Jones, 2008). Em alguns estudos, demonstra-se a existéncia de
tropismo maior para formagado de cistos cerebrais em pequenos roedores, independentemente da cepa de 7 gondii,
enquanto para grandes mamiferos ruminantes — como bovinos, ovinos e caprinos — os cistos sdo predominantemente
musculares (Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000; Dubey & Jones, 2008).

Este ciclo é mais comum e bastante eficiente entre os carnivoros e onivoros que se infectam com cistos teciduais
de 7 gondii apds a ingestdo de carne crua ou malcozida (Ferguson, 2009). Da mesma maneira que ocorre com 0s
oocistos, a parede cistica serd digerida por enzimas proteoliticas estomacais, liberando bradizoitas que penetram
ativamente na mucosa intestinal ou sdo endocitados por células fagociticas, interconvertendo-se em taquizoitas,
desta forma acelerando a sua multiplicacdo, alcangando o leito vascular ou linfatico para sua disseminacdo pelo
organismo e novamente iniciando seu encistamento (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000;
Weiss & Kim, 2000; Hill & Dubey, 2002).

Transmissao Transplacentaria

A transmissao congénita ou transplacentdria da toxoplasmose € resultante da infeccdo priméria materna durante
a gravidez ou perto do parto (Montoya & Liesenfeld, 2004). A infeccdo pode ocorrer pela ingestdo de oocistos ou
cistos teciduais, com a liberacao de esporozoitas ou bradizoitas, respectivamente, e o desenvolvimento do ciclo
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intracelular dos parasitas que determinard sua conversao em taquizoitas. Alcancando a circulagdo materna, os
taquizoitas atravessam a barreira fetoplacentdria e proliferam irrestritamente nos tecidos fetais imunologicamente
imaturos (Kravetz & Federman, 2005). As consequéncias deste tipo de infecgdo irdo depender principalmente da idade
gestacional no momento da infeccao, variando desde o aborto a lesdes neurolégicas ou oculares no nascimento,
ou ainda pode ocorrer uma infeccdo latente, em que os sinais clinicos irdo se manifestar meses ou anos apés o
nascimento (Montoya & Liesenfeld, 2004; Kravetz & Federman, 2005).

Outras Formas de Transmissao do Toxoplasma

Além das formas de transmissdo do toxoplasma ja citadas, é possivel relacionar algumas de pouco valor
epidemioldgico e que apresentam baixos riscos de transmissao. Estas vias estdo relacionadas a falta de cuidados com
a manipulacao de material infectado ou ainda a acidentes laboratoriais.

O leite materno, de vaca ou de cabra pode conter e eliminar taquizoitas durante uma infeccdo aguda, sendo assim
potencialmente infectante. A transmissao também pode ocorrer por transfusdes de sangue, e transplantes de tecidos
e 6rgaos, quando cistos presentes nos tecidos transplantados sao provavelmente a fonte da infeccao (Hill & Dubey,
2002; Montoya & Liesenfeld, 2004). Outro tipo de transmissao de pouca relevancia epidemiolégica esta relacionado a
infecgdo por acidentes laboratoriais, que ocorrem principalmente pela manipulagao e ingestao de oocistos esporulados
em amostras de fezes de felinos ou através da inoculagdo ou contato direto com taquizoitas ou bradizoitas, isolados
de amostras animais, humanas ou de cultivos celulares (Herwaldt, 2001).

PERSPECTIVAS DO ESTUDO DO CICLO DE ToxopLasma conpi

Em estudos recentes, demonstra-se a possibilidade da reproducdo parcial do ciclo enteroepitelial de 7 gondii
em culturas primdrias de enterdcitos felinos (Moura, Amendoeira & Barbosa, 2009). A relagdo parasita-célula
hospedeira é um aspecto crucial para o destino intracelular de 7 gondii nessas células. Por exemplo: a conversao
bradizoita-taquizoita € observada 72 horas ap6s a infeccdo (h.p.i.) e os VPs apresentam exclusivamente taquizoitas,
como visualizados pela marcagdo com anticorpo SAG-1 (Figura 3-A). Na revelacdo de filamentos de actina (Figura
3-A), pode-se observar que os VPs adquirem a forma das culturas primadrias epiteliais intestinais de felino (CEIF)
sem comprometer seu alinhamento e polarizacdo (Figura 3-A) e visto também por coloracdo de Giemsa (Figura
3-B). A utilizacdo da relacdo de 1:10 (parasita-célula hospedeira) mostra a formagao de estruturas semelhantes a
cistos intracelulares com seis dias apds a infeccdo (d.p.i.) (Figura 3-C). A andlise por microscopia de luz de culturas
coradas com Giemsa permitiu observar VPs morfologicamente diferentes, com estruturas no seu interior semelhantes
a sincicios (Figura 3-D). Nessas mesmas condicoes, por andlise ultraestrutural revelaram-se, pela primeira vez
in vitro, enterdcitos contendo vactiolos com apenas um parasita na matriz vacuolar, repleta da rede membranar
tubulovesicular bem desenvolvida, como observado na Figura 4-A e em detalhe na Figura 4-B. Esta é uma forte
evidéncia de que a sinalizacdo ou modulacdo molecular estaria desencadeando a diferenciacdo de bradizoitas em
esquizontes do tipo A para o tipo B, a semelhanca do que tem sido descrito no intestino de gatos in vivo (Speer
& Dubey, 2005). Perfis de reticulo endoplasmatico, mitocdndrias e corpos lipidicos da célula hospedeira foram
sempre observados em associacdo com a membrana dos VPs (Figura 4-A). Além da caracterizacgao ultraestrutural de
esquizontes do tipo B, foi possivel a observacao de esquizontes em divisdo do tipo endodiogenia assincronica, tipica
da fase assexuada dos estdgios enteroepiteliais (Figura 4-C e D). Os esquizontes desorganizados foram vistos no
interior de VPs sem a formagao caracteristica de rosetas tipicas, imersos na rede membranar tubulovesicular bastante
desenvolvida (Figura 4-C e D).
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Figura 3 — Interagao de bradizoitas de Toxop/asma gondii cepa ME49 com culturas primarias epiteliais intestinais de felino

Relagao 1:5 parasita-célula hospedeira 72 horas apés infeccdo (h.p.i.). A— Nota-se a presenca do vactolo parasitdforo contendo exclusivamente taquizoitas, confirmada pela
imunomarcacao com anticorpo anti-SAG-1/TRITC (vermelho). Filamentos de actina revelados com Faloidina-FITC (verde) e ndcleos marcados com DAPI (azul). B — Coloragéo
por Giemsa mostra um vactolo contendo taquizoitas. Interagao na relagéo 1:10 parasita-célula hospedeira. C — Formagao de estruturas cisticas com 6 d.p.i. observadas por
microscopia interferencial. D — Coloragao por Giemsa — microscopia de luz. Nota-se, além da forma cistica, um vactiolo parasitéforo com parasitas em formagao sincicial
(cabeca de seta). Barra de 20 nm.
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Figura 4 — Formacao de esquizontes precursores dos estagios enteroepiteliais de Toxoplasma gondii in vitro com 6 d.p.i.

A — Observa-se o vactiolo parasitdforo frouxo, repleto da rede membranar tubulovesicular (RMT). Nota-se a MVP associada a perfis de reticulo endoplasmatico (RE),
Mitocondria (Mi) e lipidios (Li). B — Detalhe em grande aumento da caracteristica morfoldgica do vaciiolo parasitdforo apresentando RMT bem desenvolvida no seu interior. C e
D — Parasitas em divisao por endodiogenia assincronica. C — vactiolo parasitoforo contendo cinco parasitas (P) em processo de divisao no interior de vactolo parasitdforo rico
em RMT com associagdo de RE e Li a MVP. D — Outra célula em que se observa nimero impar de parasitas no vactolo parasitéforo (n = 9) indicativo de divisao assincronica.
Barra de 500 nm.
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A reproducdo de alguns estdgios enteroepiteliais de 7" gondii in vitro ratifica a hipétese de que este ciclo deva ser
orquestrado e modulado por moléculas presentes nos enterdcitos de felinos, tendo em vista o alto grau de especificidade
do parasita por esse tnico hospedeiro definitivo (Moura, Amendoeira & Barbosa, 2009).

A introducdo desse modelo celular na investigacdo do ciclo entérico de 7 gondii abre as seguintes perspectivas:
substituicao gradativa do modelo animal para esses estudos; possibilidade de contribuir com novos subsidios sobre
a biologia celular do parasita; possibilidade de explorar os aspectos moleculares desta interacdo que contribuam,
por exemplo, para o desenvolvimento de novas estratégias visando a intervencdo numa das principais vias de
disseminagao da toxoplasmose.
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S AT
A Organizacao Estrutural de Toxoplasma gondii

Marcia Attias « Rossiane Claudia Vommaro « Wanderley de Souza

Toxoplasma gondii, agente etioldgico da toxoplasmose, é um protozodrio intracelular obrigatério capaz de
infectar e se replicar em qualquer célula nucleada de mamiferos e aves. E uma das infec¢des parasitdrias mais
comuns ao homem e a outros animais homeotérmicos. Possui ampla distribuicdo, infectando de maneira cronica
aproximadamente um terco da populagdo mundial. Pertence ao filo Apicomplexa, no qual estdo incluidos diversos
patégenos de importancia médica e veterindria, como Plasmodium spp. (agente causador da malaria), Cryptosporidium
spp. (causador de diarreias graves em imunocomprometidos), Eimeria spp. (causador da coccidiose em aves) e
Besnoitia sp., Babesia bovis e Theileria spp. (parasitas de gado). Do ponto de vista estrutural, o filo Apicomplexa €
caracterizado pela presenca do complexo apical, composto de organelas secretérias especializadas, como réptrias e
micronemas, e de elementos do citoesqueleto, como os anéis polares e o conoide, este dltimo apenas nos coccideos,
subclasse que inclui 7" gondii (Figura 1).

O ciclo de vida de 7' gondii apresenta uma fase assexuada, que se passa na maioria dos animais, e uma fase
sexuada, que se passa nos felideos. Ao longo de todo o ciclo, este protozodrio pode assumir trés formas infecciosas:
taquizoitas (forma de multiplicacdo rdpida da fase aguda), bradizoitas (forma de multiplicagdo lenta, encontrada
dentro de cistos teciduais) e esporozoitas (forma encontrada nos oocistos). Além dessas, durante o ciclo entérico ha a
formagdo de gametas masculinos e femininos (vide capitulo 2, “O ciclo evolutivo”).

Neste capitulo, a descricao da estrutura de 7 gondii estd baseada principalmente nos dados disponiveis para a
forma taquizoita, que tem sido mais estudada. No entanto, faremos algumas consideragdes sobre as formas bradizoita
e esporozoita.

ORGANIZAGAO ULTRAESTRUTURAL DO TAQUIZOITA DE ToxoLaswa Gonoir

O taquizoita de 7 gondii (Figura 1) é uma célula polarizada, de forma alongada, apresentando a regido anterior
afilada e a regido posterior arredondada. Mede aproximadamente 8 um de comprimento por 2 um de largura. Na regido
anterior ou apical estdo localizados os anéis polares, o conoide, as roptrias e os micronemas, estruturas que formam o
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complexo apical. O nucleo situa-se na regiao mediana e acima deste dispéem-se o complexo de Golgi e o apicoplasto.
Compondo o envoltério nuclear e ramificando-se pelo citossol, estdo presentes elementos do reticulo endoplasmatico.
A mitocondria € Gnica e ramificada. Granulos densos, acidocalcissomos e granulos de amilopectina estao presentes em
ntmero e localizagdo varidveis. O conjunto € envolvido pela pelicula, e abaixo desta, partindo do anel polar posterior,
irradiam-se os microtibulos subpeliculares que percorrem o corpo celular no eixo longitudinal até cerca de dois tercos
de sua extensao (revisto em Dubey, Lindsay & Speer, 1998).

Figura 1 — Morfologia geral da forma taquizoita de Toxoplasma gondii

anéis apicais
conoide
microtubulos subpeliculares

anéis polares

micronema complexo interno
de membrana
roptria
apicoplasto
—— microporo

plasmalema

complexo de Golgi

grénulo denso
reticulo
endoplasmético

grénulo de
amilopectina
corpo lipidico

acidocalcissomo
mitocondria

A — Representacao esquematica assinalando as principais organelas e estruturas conforme observagdes em microscopia eletronica de transmissao. B — Microscopia eletronica de
transmissao de uma forma taquizoita de Toxoplasma gondii. Neste corte longitudinal podem ser observadas vérias das estruturas representadas em A: N (nicleo), ¢ (conoide),
R (rdptrias), A (apicoplasto), CG (complexo de Golgi), g (granulo denso), seta (micronema), VP (vactiolo parasitéforo). Barra de 1 pm.

ASPECTOS BASICOS DA MORFOLOGIA DE ToxopLaswa conoi

Pelicula

O taquizoita € envolto por uma estrutura trimembranar, a pelicula, formada pela membrana plasmadtica e
pelo complexo membranar interno (CMI). Este é formado pela associacdo intima de longas cisternas achatadas,
interrompidas em varios pontos de sua superficie e que mantém uma distancia fixa da membrana plasmatica.
Em cortes transversais a esta pelicula observados ao microscépio eletrénico de transmissao, nota-se a presenca
de duas unidades de membrana justapostas formando o complexo. O espaco delimitado pelas membranas do CMI
¢ considerado uma regiao especializada do reticulo endoplasmatico, uma vez que em seu interior foi detectada a
presenga da enzima glicose-6-fosfatase, caracteristica do reticulo endoplasmaético. Estudos por criofratura mostraram
no CMI proteinas intramembranosas alinhadas em 22 fileiras correspondendo aos 22 microtibulos subpeliculares
(Morrissette, Murray & Roos, 1997).
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A membrana plasmatica é continua. Porém, o CMI se estende desde o anel polar posterior, que faz parte do
complexo apical, descrito abaixo, até a extremidade posterior do parasita, apresentando fenestras em varios pontos,
em especial no polo apical, na extremidade posterior e na regiao do microporo. O microporo € uma estrutura medindo
aproximadamente 150 nm de diametro localizada na metade superior do parasita, anterior ao nticleo. O microporo se
forma pela invaginacdo da membrana plasmadtica pela interrupcdo do CMI, que se dobra formando um anel elétron-
denso ao redor da invaginagdo. Esta estrutura parece estar envolvida na ingestao de macromoléculas por processo
endocitico, atuando como um citéstoma (Figura 2).

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura de um taquizoita de Toxoplasma gondii sobre uma célula em cultura

£ claramente visivel o relevo da membrana sobre os microtibulos subpeliculares que se distribuem radialmente a partir da extremidade anterior (seta larga). A seta fina
aponta para o microporo, estrutura andloga ao citéstoma nesses protozoarios. No inserto o microporo é visto em corte longitudinal (cabega de seta). As trés setas menores
apontam para as trés unidades de membrana que formam a pelicula. Na regido do microporo as duas membranas internas estdo interrompidas e a membrana plasmatica
sofre uma invaginagao. Barras de 200 nm.

Citoesqueleto

As primeiras observagdes do citoesqueleto de 7 gondii foram feitas ao microscépio eletronico de transmissdo em
taquizoitas previamente tratados com detergentes e solucdes hipotdnicas e contrastados negativamente, revelando
um arcabougo de microtibulos subpeliculares que confere integridade estrutural bdsica ao parasita. Partindo da
extremidade apical do protozodrio encontram-se logo abaixo da membrana plasmatica dois anéis apicais. O superior
mede 160 nm de didmetro, enquanto o inferior, 200 nm. Abaixo destes, encontra-se um anel polar posterior, onde esta
o centro organizador de microtibulos (revisto em Souza, DaMatta & Attias, 2009), de onde partem 22 microtibulos
subpeliculares, compostos de 13 protofilamentos cada um. A natureza molecular destes trés anéis ainda é desconhecida.
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Os microtibulos subpeliculares, por sua vez, distribuem-se de modo equidistante sob o CMI e se estendem por dois tergos
do corpo do parasita (Figuras 3 e 4). Além desses 22 microtiibulos, dois microtibulos de aproximadamente 400 nm de
comprimento percorrem o eixo central do protozodrio (Figura 3) passando por dentro do conoide. Este € uma estrutura
cilindrica e oca situada entre os anéis polares apicais e o anel polar posterior. O conoide mede aproximadamente 400 nm
de diametro e 250 nm de altura. Tanto o conoide quanto os microtibulos subpeliculares sao constituidos basicamente
pela proteina tubulina. Entretanto, enquanto os microtibulos possuem a tipica conformagao de 13 protofilamentos, nas
fibras do conoide a tubulina se apresenta polimerizada em uma conformacdo impar que resulta em fibrilas constituidas
por nove protofilamentos em forma de virgula justapostas em arranjo espiralado (Hu, Roos & Murray, 2002). Tanto pela
observagao de parasitas vivos ao microscopio dptico quanto em cortes ultrafinos e mesmo em microscopia eletrdnica de
varredura, sabe-se que o conoide € uma estrutura mével, que se desloca para cima e para baixo do anel polar posterior
(Figura 3 e Figura 4). Estes movimentos podem ser artificialmente induzidos por substancias que disparam o influxo
intracelular de cdlcio, como a ionomicina. O tratamento com citocalasina D, em contrapartida, inibe a extrusdo dessa
estrutura. Entretanto, até o momento, nao foi possivel associar o movimento de extrusdo ao fenémeno de secrecdo de
réptrias e micronemas que ocorre durante a invasao das células hospedeiras.

Figura 3 — Contrastagao negativa de Toxoplasma gondii

Microscopia eletronica de transmissao da extracdo da pelicula com detergentes revela a estrutura do citoesqueleto com microtdbulos subpeliculares (cabecas de seta) distribuindo-se
radialmente a partir do anel polar, no centro do qual esta o conoide (estrela branca). Além dos microt(bulos, o citoesqueleto também compreende uma rede subpelicular que se estende
até a porcao posterior do parasita e termina numa estrutura circular de maior densidade (asterisco preto). No inserto, maior aumento da regido apical onde se vé a disposicao em espiral
das fibras do conoide, o par central de microtbulos (setas pretas) além do anel apical (seta branca) e o anel polar (seta vazada). Barras de 0,5 um. Inserto: 200 nm.

Fonte: Reproduzido de Souza, Attias & Da Matta, 2009.
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Figura 4 — Esquema da porcao anterior de um taquizoita de Toxoplasma gondii reunindo o conhecimento atual sobre a organizacdo estrutural e
molecular do citoesqueleto
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TgMyo: miosina XIV; MTIP: dominio da cauda de MyoA; proteinas do CMI: proteinas do complexo membranar interno; Tg ICAM 1 e 2: proteina de adesao intercelular de toxoplasma.
A presenca de TgCentrina e ICAM 1 e 2 foi confirmada; entretanto, sua interagao estrutural com outros componentes do citoesqueleto ainda ndo foi determinada. TgCentrina
estd presente na regiao dos anéis polares apicais e em pontos distribuidos abaixo do anel polar (regides sombreadas), enquanto a marcacao para dineina foi positiva tanto no
topo quanto na base do conoide. ICAM 1 e 2 se dispoem em consonancia com as fibras espiraladas do conoide e ao longo dos microtibulos subpeliculares (MSP). As moléculas
envolvidas no deslizamento (gliding) estao representadas a direita, onde a escala real entre a membrana plasmatica e o complexo interno de membranas (CMI) foi desconsiderada
para permitir a representacdo das diversas moléculas ja identificadas.

Fonte: Adaptado de Attias & de Souza, 2009.

Associagao entre a Pelicula, o Citoesqueleto e a Motilidade do Parasita

A intima associacdo entre a pelicula e o citoesqueleto foi evidenciada primeiramente pela observacdo de réplicas
de criofratura, que mostraram fileiras de particulas intramembranosas (proteinas transmembrana) em arranjos
lineares coincidentes com a distribuicdo dos microtibulos subpeliculares na membrana pelicular interna. Esta
associagdo permite que 7’ gondii simultaneamente mantenha sua integridade mecanica e se locomova e infecte células
ativamente, mesmo sem possuir apéndices locomotores como pi/i, cilios, flagelos ou pseudépodos. A maquinaria
molecular envolvida na movimentagao do parasita, por um processo denominado gliding ou deslizamento, vem sendo
progressivamente elucidada.

T gondii apresenta um mecanismo motor, inserido entre a membrana plasmdtica e o complexo membranar
interno que permite a geragao de forca entre componentes do citoesqueleto e substratos extracelulares, resultando no
deslizamento (g/iding) do parasita. Em poucas palavras, este supde a adesdo do parasita ao substrato (e. g., matriz
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extracelular, membrana das células hospedeiras) por meio de adesinas, proteinas transmembrana com dominios
semelhantes a trombospondina (TRAP), que se localizam internamente nos micronemas e que sao liberadas quando o
protozodrio € estimulado, inserindo-se posteriormente a membrana plasmdtica. Em 7’ gondii a proteina denominada
MIC2 € a adesina mais bem estudada. Liga-se por sua porcdo citoplasmatica a filamentos curtos e muito dindmicos
de actina via uma aldolase. A actina, por sua vez, interage com a cabeca de TgMyo (um tipo de miosina da classe
XIV (MyoA) exclusivo do toxoplasma), miosina de cadeia leve (MLC1) e duas proteinas associadas a este conjunto
de moléculas — GAP45 e GAP50. GAP50 ¢ uma proteina integral de membrana ancorada em sitios ricos em colesterol
no CMI e € responsavel pelo ancoramento deste complexo proteico, denominado ‘glideossomo’, a esta membrana
(Daher & Soldati-Favre, 2009) (Figura 4). O resultado das forcas de adesdao da MIC2, tragdo da TgMYO, fluxo de
membranas no sentido anteroposterior e ancoragem do conjunto aos microtibulos subpeliculares a rede subpelicular
leva ao deslizamento do protozodario observado ao microscopio dptico. A presenca de actina e miosina foi detectada
inicialmente por imunofluorescéncia. Sem o uso de drogas, a visualizagao de filamentos de actina em microscopia
eletronica de transmissdo ndo foi possivel até o momento. Entretanto, filamentos de actina foram observados por
microscopia eletronica de transmissao com o uso de jasplakinolida, droga que induz a polimerizacao desses filamentos.

Rede Subpelicular

Além dos microtibulos subpeliculares, abaixo do CMI situa-se a rede subpelicular, composta por filamentos
interconectados de 8-10 nm de espessura (Mann & Beckers, 2001). As proteinas que compdem esta rede, TgIMC 1 e
2, sdo similares as articulinas encontradas em euglena, assim como outra identificada com 42% de identidade e 55%
de similaridade com articulinas de Euglena gracilis. Essa rede se estende de forma homogénea por todo o corpo do
parasita, terminando em uma estrutura circular na extremidade posterior, denominada complexo basal, que contém
proteinas como a TgMORNT1, a TgCentrina 2 e a cadeia leve da dineina (Nishi ez al., 2008).

Organelas Secretorias Envolvidas na Entrada Ativa e no Estabelecimento do Vactiolo Parasitéforo

Certamente, o que hd de mais caracteristico em 7 gondii € o seu complexo apical formado pelo conoide e por
organelas secretdrias especializadas, as réptrias e os micronemas.

MicroNEMAS

Os micronemas sao pequenas estruturas em forma de bastdo medindo aproximadamente 50 nm x 250 nm. Estéo
presentes apenas na extremidade anterior do protozodrio (Figuras 1 e 5). Sdo limitados por uma unidade de membrana,
e seu contetido é homogéneo e elétron-denso, quando observados em microscopia eletronica. Este contetdo é fortemente
marcado quando se utiliza a técnica do dcido fosfottingstico alcodlico, que detecta proteinas bésicas (Figura 5-A).
As proteinas micronemais sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico e possuem duas sequéncias conservadas de
aminodcidos que sdo necessdrias e suficientes para que sejam enderecadas para estas organelas. O primeiro motivo
inclui a sequéncia de aminodcidos SYHYY. Sequéncias similares ja foram descritas na cauda citoplasmatica das proteinas
micronemais de outros apicomplexos. A segunda sequéncia de enderecamento consiste em uma sequéncia de residuos
acidicos-EIEYE. Antes de chegarem aos micronemas, estas proteinas passam pelo complexo de Golgi e sao glicosiladas.
As proteinas micronemais sdo designadas MIC 1, 2 e assim sucessivamente, tendo sido identificadas até o momento
11 delas (Carruthers & Tomley, 2008). As proteinas dos micronemas contém uma variedade de dominios adesivos,
incluindo proteinas tipo-integrina (MIC2), as tipo-trombospondina (MIC 1 e 2), as tipo-EGF (fator de crescimento
epidermal) (MIC 6, 7, 8 e 9) e as tipo-lectina (MIC3 e MIC 8), que medeiam interagdes com componentes da superficie
da célula hospedeira, inclusive o deslizamento ou gliding. Algumas dessas proteinas estdo envolvidas no processo de
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adesao do protozodrio a superficie da célula hospedeira, funcionando como adesinas. A liberagdo do contetido dos
micronemas é um processo dependente e regulado por Ca** e ocorre nos momentos iniciais do processo de interagdo
com a célula hospedeira (Lovett et al., 2002). Além das MICs, outra importante proteina de micronema secretada nos
momentos iniciais da entrada do parasita na célula hospedeira ¢ AMA 1 (antigeno de membrana apical). Esta proteina
participa da formacdo da juncdo mével — uma jungdo do tipo ocludente em forma de anel — que se forma entre as
membranas do parasita e da célula hospedeira no momento da entrada ativa e que seleciona as proteinas que serdo
excluidas do vactiolo parasitéforo em formagao.

Figura 5 — Organelas secretérias de Toxoplasma

A—Pela técnica do acido fosfotiingstico alcodlico, as regioes ricas em proteinas basicas, como niicleo (N), micronemas (seta fina) e granulos densos (g) sao evidenciadas. A regiao
do pescogo das réptrias também fica bem elétron-densa (seta larga preta), enquanto a regido do bulbo (seta larga branca) permanece pouco contrastada. O conoide é apontado
por ¢. B — Micrografia eletronica da regiao anterior de um taquizoita de Toxoplasma gondii evidenciando a extremidade apical onde aparece o conoide (c) e varios micronemas,
assinalados pelas setas. Barras: A— um. B— 0,5 um.

RépTRIAS

As réptrias sao organelas maiores que os micronemas e em formato de clava, apresentando a regido basal mais
larga, com uma matriz com aspecto esponjoso e uma por¢do mais afilada, o pescoco, que converge para o interior do
conoide (Figuras 1 e 5-A). Taquizoitas de 7 gondii apresentam de sete a 14 réptrias. Estas organelas sao delimitadas
por uma unidade de membrana, possuem pH dcido e também contém proteinas bdsicas. As proteinas das réptrias sdo
sintetizadas no reticulo endoplasmatico e apresentam peptideos sinal, em geral uma sequéncia YXX® e LL, passam
pelo complexo de Golgi e posteriormente se acumulam nas réptrias (revisto em Sheiner & Soldati-Favre, 2008). Pelo
menos 29 proteinas ja tiveram sua localizagdo confirmada nas réptrias. Destas, 24 estdo localizadas na porcdo basal,
chamada de bulbo, sendo denominadas ROPs, e cinco estdo presentes no pescogo, sendo denominadas RONs.

A secrecdo do contetido destas organelas parece ser sequencial a secre¢do dos micronemas, sempre numa fase
bem inicial do processo de invasao do parasita. Essa secrecao consiste de ROP1, ROP2/3/4 e ROP18, em conjunto
com a proteina de granulo denso, GRA7, abordada adiante. Todas estas moléculas sdo encontradas em pequenas
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vesiculas ou em agregados dispostos em fileiras no citoplasma e no nucleo da célula hospedeira imediatamente
antes da invasao parasitaria e, apés a invasao, no vacuolo parasitéforo. A maioria destas proteinas foi inicialmente
descrita com o emprego de anticorpos monoclonais e, mais recentemente, por meio da andlise protedmica de réptrias
purificadas (Boothroyd & Dubremetz, 2008).

Granulos Densos

Enquanto micronemas e réptrias secretam seu contetido durante os processos de adesao e invasao, um outro
tipo de organela secretdria, os granulos densos, secretam seu contetido, majoritariamente, na fase intracelular do
ciclo. Os granulos densos estao distribuidos por todo o corpo do parasita e tém didmetro médio de 0,2 pm (Figuras
1 e 5-A). A matriz da organela ¢ uniformemente elétron-densa. Estudos da cinética de infeccao de 7 gondii em
células hospedeiras demonstraram que o contetido dos granulos densos ¢é secretado principalmente nos primeiros
momentos apés a entrada do parasita e formacdo do vactiolo parasitéforo inicial localizando-se nos limites internos
do vactolo parasitéforo. Ao contrdrio das réptrias e dos micronemas, que secretam seu contetido através do polo
apical, a secrecdo dos granulos densos ocorre nas regioes lateral e posterior do corpo do parasita. Uma vez secretadas,
as GRAs (protefnas localizadas em granulos densos) serdo encontradas na membrana do vactolo parasitéforo e
na rede intravacuolar, uma rede de nanotibulos de 60-90 nm de didmetro que interconecta os parasitas entre si e
com a membrana do vactiolo parasitéforo. Enquanto GRA3, GRA5, GRA7 e GRA8 sdo incorporadas a membrana do
vactolo parasitéforo, GRA2, GRA4 e GRA6 formam um complexo que interage e estabiliza as membranas da rede
intravacuolar (Mercier et al., 2005).

Endomembranas

A rede endomembranadria de 7’ gondii é composta por um tnico reticulo endoplasmatico (RE) e um tinico complexo
de Golgi (Figura 6). O RE estd localizado na drea perinuclear, como parte do envoltério nuclear, dali se ramificando na
direcdo da pelicula. O RE perinuclear ¢ um compartimento intermedidrio obrigatdrio para a translocacdo entre o RE e
0 Golgi. O complexo de Golgi € formado por trés a cinco cisternas localizadas na regido anterior ao envoltério nuclear,
adjacente ao RE (Joiner & Roos, 2002). Considerando que ¢ a partir desta via — reticulo endoplasmatico/complexo de
Golgi — que sao direcionados os componentes das trés organelas secretoras (micronemas, réptrias e granulos densos),
esta constitui uma via secretéria de intenso trafego (Sheiner & Soldati-Favre, 2008).

A existéncia de um sistema lisossomal cldssico ndo esta estabelecida, ja que até o momento nao foi identificado
equivalente morfoldgico de lisossomos secunddrios em 7. gondii. No entanto, algumas caracteristicas das réptrias, tais
como seu pH 4cido e a presenca de cisteina e serina-proteases, sugerem que estas organelas sejam equivalentes aos
lisossomos. Também nao foram identificados peroxissomos em 7. gondii.

Organelas de Origem Endossimbidtica: mitocOndria e apicoplasto

MioconDRIA

Enquanto a maioria dos organismos pluricelulares apresenta um grande nimero de mitocondrias, em 7" gondii ela é
Unica, longa e ramificada, conforme demonstrado tanto por imuno-histoquimica quanto por reconstrugao tridimensional.
Em cortes ultrafinos observa-se que a membrana interna da mitocondria tnica de 7 gondii possui um grande niimero
de cristas tubulares que sofrem uma leve constrigdo na regiao de fusdo a membrana interna (Figura 6). O genoma
mitocondrial dos apicomplexos é o menor ja descrito: 6 kb.
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Figura 6 — Corte longitudinal de um taquizoita

Destaca-se a estrutura da mitocdndria (m) com cristas tipicas (bulbosas), as cisternas do complexo de Golgi (setas) sobre o nicleo (N) em forma de taga envolto pelo reticulo
endoplasmatico (cabeca de seta). Dois perfis de apicoplasto (A) indicam que esta célula j estd em processo de divisao. Barra de 0,5 pum.

A mitocdndria em 7. gondii se cora com rodamina 123, o que demonstra a presenc¢a de um potencial de membrana
ativo. Em estudos bioquimicos com taquizoitas extracelulares, observou-se o consumo de oxigénio na presenca de
diversos substratos e sua reducdo na presenga de inibidores mitocondriais cldssicos. No entanto, a participagdo
da mitocdndria como geradora de energia para o parasita € controversa e ainda esta sob investigacdo. Embora os
taquizoitas possuam mitocondrias com cristas tipicamente associadas com a respiracao, a glicélise € a principal via
de producdo de energia. Além das atividades de fosforilacdo oxidativa, a mitocondria de 7 gondii também estaria
envolvida na formagdo de complexos Fe-S, biossintese de heme e pirimidina (Seeber, 2003).

APICOPLASTO

Além da mitocdndria, os apicomplexos em geral e o 7" gondii possuem entre si outra organela de origem simbidtica:
o0 apicoplasto (Kohler et al., 1997)

Estd localizado na regido anterior ao nucleo e adjacente ao complexo de Golgi (Figuras 1 e 6). Sua presenca
foi assinalada morfologicamente na década de 1960, sendo entdo denominado organela multimembrandria. A sua
delimitacdo por multiplas membranas (quatro) poderia fornecer a primeira pista sobre sua origem, mas este detalhe
passou despercebido por décadas. Somente na década de 1980, estudos com o DNA extracromossomial do Plasmodium
knowlesi forneceram mais dados sobre a sua natureza. Além do DNA nuclear, foram encontrados outros dois: um de
35 kb e outro 6 kb. O DNA de 6 kb foi identificado como de origem mitocondrial, enquanto a andlise do DNA de 35
kb revelou que este contém RNA polimerase semelhante a de cianobactérias, o que, sem divida, é uma caracteristica
de plastideos. O genoma do plastideo de 7 gondii foi sequenciado por volta de 1997 (GenBank accession U87145) e
mostrou ser similar tanto em organizacdo quanto em contetido génico ao encontrado em Plasmodium falciparum e em
outras espécies de apicomplexos. Em estudos de hibridizacao in situ usando sondas em 7’ gondii, observou-se que o
genoma de 35 kb residia na até entdo misteriosa organela multimembranadria, localizada na regido apical ao ntcleo.
A partir de entdo, esta organela passou a ser chamada apicoplasto (MacFadden et al., 1996).
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Em numerosas micrografias eletronicas, detectou-se a presenca de quatro membranas ao redor do apicoplasto. As
duas membranas mais internas pertenceriam ao plastideo original, a terceira membrana seria derivada da membrana
externa da alga vermelha, e a mais externa corresponderia a membrana do vactiolo endocitico do ancestral Apicomplexa
(Figuras 1 e 6). Outra semelhanca com os plastideos seria a presenga de translocadores da membrana externa (TOC)
e translocadores da membrana interna (TIC) do cloroplasto como facilitadores do transporte através das membranas.
A presenca de TOC em 7' gondii ou em qualquer outro parasita ndo foi detectada, mas recentemente foi identificada
a presenca de um homoélogo de TIC na membrana mais interna do apicoplasto em 7. gondii (Van Dooren et al., 2008)-

Além das fungbes essenciais para sua manutenc¢ao, como sintese de DNA e proteinas, no apicoplasto também
ocorrem vias metabdlicas importantes como a biossintese de acidos graxos do tipo II, a sintese de isoprenoides,
cujas enzimas sdo distintas da via do mevalonato encontrada em humanos, vias acessérias como sistema redox
compreendida por ferredoxina-NADP* redutase e ferredoxina, acido lipoico sintetase, sintese de agregados de Fe-S e
algumas etapas da biossintese do grupamento heme (Seeber, 2003).

Acidocalcissomos e Corpos Lipidicos

T’ gondii ainda apresenta outras organelas importantes, como os acidocalcissomos e os corpos lipidicos.

Cerca de dez acidocalcissomos se encontram dispersos aleatoriamente no citoplasma do parasita. Estas organelas
sdo limitadas por uma unica unidade de membrana, e seu diametro varia de 40 nm a 150 nm (Figura 1). Incubadas
com laranja de acridina (uma base fraca, fluorescente, que se acumula em compartimentos acidicos), estas estruturas
fluorescem na cor laranja, quando visualizadas por microscopia de fluorescéncia, mostrando possuir natureza acidica
(Figura 7). A microandlise de raios X na microscopia eletrénica mostra que a composigao dos acidocalcissomos inclui
calcio, pirofosfato, polifosfato, magnésio, oxigénio, potéssio, cloro e zinco. Além disso, na membrana dos acidocalcissomos
existem uma Ca**-ATPase envolvida com influxo de Ca**, e duas bombas de prétons — uma H*-ATPase vacuolar e H*-
pirofosfatase vacuolar —, que atuam na acidificagdo deste compartimento (revisto em Miranda et al., 2008).

Figura 7 — Microscopia de fluorescéncia de taquizoitas de Toxoplasma gondii tratados com a sonda fluorescente laranja de acridina

Compartimentos acidicos, como os acidocalcissomos, aparecem em laranja (cabegas de seta).

Fonte: foto gentilmente cedida pelo dr. Kildare Miranda, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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Os corpos lipidicos sdo gerados como parte do metabolismo geral do protozodrio e podem representar uma forma
de material de reserva a ser utilizado posteriormente. Trabalhos anteriores ja mostraram que a atividade de enzimas
envolvidas na sintese de lipidios de reserva como triacilgliceréis e ésteres de colesterol estd relacionada com a sintese
de corpos lipidicos em 7. gondii.

0 Niicleo e o Processo de Divisao Peculiar de T. gondii

O nucleo do toxoplasma nao difere significativamente do de outras células eucariontes, sendo limitado por um
duplo envoltério e abrigando um tnico nucléolo (Sheffield & Melton, 1968). Situa-se na porcdo média do corpo
celular, no caso do taquizoita, e mais posteriormente nos bradizoitas. O formato tipico é esférico com uma leve
depressao no lado voltado para a porgao apical, sobre a qual se dispdem as cisternas do complexo de Golgi. Como
em outras células eucariontes, a membrana externa do envoltério nuclear faz parte do reticulo endoplasmatico
(Figuras 1 € 6).

Uma vez estabelecida a infec¢do na célula hospedeira, 7 gondii inicia um processo de divisdo chamado de
endodiogenia. Diferente dos processos cldssicos de mitose e de esquizogonia observados em células animais, vegetais,
flngicas e procariotas, este apicomplexo é gerado dentro da célula-mae. O tempo de geracao varia conforme as
caracteristicas das cepas estudadas. A cepa RH, conhecida por sua capacidade de matar um camundongo em poucos
dias, tem tempo de geracao de seis horas.

A endodiogenia € uma forma especializada de reproducdo na qual duas células-filhas sao formadas no interior
de uma célula-mae, que se degenera ao fim do processo (Sheffield & Melton, 1968). Esta forma de divisao exclusiva
ocorre durante a formacdo de taquizoitas e bradizoitas, e difere do processo que ocorre no hospedeiro definitivo ou
no interior do oocisto.

Em 7 gondii os centrossomos estao associados ao complexo de Golgi nos diferentes estagios do ciclo celular.
Assim sendo, no inicio da divisao por endodiogenia ja se observa o alongamento do complexo de Golgi e do
apicoplasto, seguida da separagao dos centrossomos e do complexo de Golgi. Em seguida, ocorre o aparecimento
de dois novos complexos apicais rudimentares, consistindo em conoide, anéis apicais e no centro organizador de
microtibulos, que irdo nuclear os microtibulos subpeliculares e o complexo membranar interno. Essas estruturas
membrandrias comegam a definir as células-filhas dentro do citoplasma da célula-mée. Em 7 gondii a divisdo
nuclear ocorre por uma endomitose fechada, ou seja, o envelope nuclear permanece intacto. Paralelamente ao
surgimento dos complexos apicais das células-filhas, forma-se o centrocone, estrutura particular associada ao fuso
intranuclear que promove a segregacdo do DNA duplicado entre as células-filhas. O centrocone, como o préprio
nome sugere, tem o formato de um cone delineado pelo envoltério nuclear e se projeta através de uma abertura
no envoltério na direcao do citoplasma, onde se associa aos centrossomos citoplasmaticos. O nucleo assume um
formato lobular, semelhante a uma ferradura, com a cromatina igualmente distribuida em dire¢do aos polos opostos.
A medida que o complexo interno de membranas associado aos microtibulos se estende, engloba primeiramente os
centriolos e o Golgi, e em seguida o apicoplasto, nucleo e RE ja divididos. A partir deste ponto a célula-mae torna-se
mais esférica e um novo conjunto de organelas apicais (réptrias e micronemas) é formado nos dois polos anteriores
das células-filhas nascentes (Figura 8).

A mitocondria € a Ultima organela a ser incorporada durante este processo. A replicacdo tanto do apicoplasto
quanto da mitocondria é dependente da divisao celular, ao contrério dos outros eucariotos cuja replicagao de organelas
de origem endossimbidtica € autonoma. Cada célula-filha continua a sua maturacao até que o citoplasma e todo o seu
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contetido estejam divididos entre as duas proles. Finalmente, o complexo interno de membrana da mae desaparece e a
membrana plasmadtica original é usada para envolver as duas células jovens. Uma clivagem iniciada no polo anterior
estende-se através das células-filhas, restando ao fim somente um corpo residual na extremidade posterior pelo qual
as células-filhas permanecem ligadas (Nishi et a/., 2008).

Figura 8 — Microscopia eletronica de transmissao de um vactolo parasitforo contendo dois taquizoftas em processo de divisao por endodiogenia

P

S84 e

Séo aparentes o niicleo em forma de ferradura (N) e os conoides de trés das quatro células-filhas em formacao (cabegas de setas brancas). O conoide de uma das células-mae
estd assinalado pela cabega de seta preta. Barra de 0,5 pum.

Os parasitas resultantes das sucessivas divisoes celulares permanecem ligados a um tnico corpo residual, o que
lhes dd um aspecto de roseta dentro do vactolo parasitéforo. No egresso, estas rosetas se desfazem e os parasitas
individualizados abandonam e terminam por lisar a célula hospedeira (Souza, DaMatta & Attias, 2009)

As organelas secretérias, como réptrias, micronemas e granulos densos se formam de novo durante o processo de
brotamento e antes que o nucleo se divida. Uma protefna chamada DrpB (proteina B relacionada a dinamina) esta
diretamente envolvida na formacao de vesiculas que participam da via de secregao regulada, que enderega as organelas
apicais. A auséncia desta proteina faz que as proteinas de réptrias e micronemas sigam a via de secrecdo constitutiva.

COMPARAGAO MORFOLOGICA DAS TRES FORMAS INFECTIVAS PARA O HOMEM

Os trés estagios evolutivos de 7’ gondii capazes de iniciar uma infeccdo no homem sdo os bradizoitas dos cistos
presentes em carne malcozida, os esporozoitas de oocistos esporulados liberados nas fezes de gatos infectados e
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o0s taquizoitas, capazes de atravessar a placenta ou ser transmitidos durante transfusdo de sangue e transplante
de 6rgaos. Estas formas diferem basicamente na localizagdo do ntcleo, no nimero de organelas apicais, na forma,
ndmero e elétron-densidade das réptrias, e na capacidade de armazenar energia na forma de granulos de amilopectina.

O ntcleo dos taquizoitas se localiza na parte central do corpo do parasita, enquanto em bradizoitas e esporozoitas
ele aparece na regido basal. Outra diferenca marcante entre os estdgios € a presenca de numerosos micronemas
em bradizoitas e esporozoitas em comparacao com os taquizoitas. Em relacao aos granulos densos, observa-se um
nimero maior em taquizoitas e esporozoitas que em bradizoitas. Ja as réptrias aparecem em nimero semelhante
(de sete a 14) em todas as formas. Porém, as réptrias de taquizoitas e esporozoitas sdo mais alongadas e seu
contetido tem aspecto lacunoso, lembrando uma colmeia. Ja nos bradizoitas as réptrias sao mais largas na parte do
bulbo e seu contetido é mais compacto e elétron-denso.

Outra diferenga entre estas formas € a presenca de granulos de amilopectina, presentes em grande quantidade
em bradizoitas e esporozoitas. Estes granulos sdo ovoides (180 nm a 250 nm) e elétron-lucentes nas preparagoes
convencionais para observacao em microscopia eletrénica de transmissao. Aparecem distribuidos por todo o citoplasma
ou agrupados, e tém natureza bioquimica semelhante ao amido (Coppin et a/., 2003). Acredita-se que serviriam de
reserva energética a estas formas que tém por caracteristica permanecer vidveis por longos periodos.

CONSIDERAGOES FINAIS

O aperfeicoamento e o surgimento de novas tecnologias tém contribuido para o melhor conhecimento da
ultraestrutura de 7. gondii, permitindo a correlacdo entre forma e fungdo. Da descricao inicial de Nicolle e Manceaux
(1908), na Tunisia, e de Alfonso Splendore (1908), no Brasil, cerca de cem anos atras, até nossos dias, varias questdes
importantes sobre a estrutura e a biologia do toxoplasma foram sendo elucidadas gracas a técnicas de microscopia
eletronica e optica. Ainda assim, muitos aspectos ainda permanecem obscuros, como a localizagao precisa da rede
subpelicular no sistema pelicula-microtibulos; a dinamica de secrecao dos micronemas; a possivel existéncia de uma
associagao entre envoltdrio nuclear-reticulo endoplasmatico-apicoplasto; o modo pelo qual os granulos densos dao
origem a rede intravacuolar, além de outros aspectos do ciclo intracelular de 7 gondii. A partir destas informagoes
e de sua associagdo a dados moleculares e bioquimicos, serd possivel entender cada vez melhor a organizagdo
morfofuncional deste intrigante organismo e desenvolver novas terapias de combate a este parasita e a toxoplasmose,
doenca causada por ele.
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Aspectos Biogquimicos

Wanderley de Souza

Inicialmente, cabe registrar a dificuldade de estudar aspectos bioquimicos de um microrganismo intracelular do
qual nem sempre se pode obter um ntimero grande de células para realizacdo dos experimentos. Nesses casos, 0s
resultados obtidos devem sempre levar em consideracao a possibilidade de se estarem analisando restos de outras
estruturas e organelas provenientes da célula hospedeira. Felizmente, nos dltimos anos duas abordagens surgiram
e vém facilitando significativamente o estudo do metabolismo de protozodrios intracelulares. Primeiro, o uso de
marcadores fluorescentes que permitem avaliar varios aspectos da fisiologia celular com o uso de técnicas microscépicas
e espectroscopicas. Segundo, o sequenciamento do genoma destes microrganismos, que permite prever a existéncia de
determinadas proteinas, muitas das quais com fungao enzimatica, possibilitando a constatacdo, ainda que indireta,
da existéncia de alguns ciclos metabédlicos ou algumas sequéncias metabdlicas. Todo o arsenal de técnicas de anélise
pds-gendmica pode entdo ser empregado a fim de comprovar as previsdes oriundas da andlise gendmica. Utilizando
estas e outras abordagens, tem sido possivel obter informacdes crescentes sobre o metabolismo de membros do grupo
Apicomplexa em geral e de 7oxoplasma gondii em particular.

Neste capitulo abordaremos de forma sumdria os aspectos metabdlicos mais relevantes, ao passo que algumas
informagdes suplementares estdo distribuidas em varios capitulos deste livro.

MITOCONDRIA

A presenca de uma mitocondria tipica do ponto de vista morfoldgico é conhecida desde os primeiros estudos
por microscopia. Ela € tnica e ramificada por todo o corpo do taquizoita e contém cristas do tipo tubular. Possui
um genoma préprio que, a semelhanga do que ocorre com outras células eucaridticas, codifica algumas enzimas. O
genoma mitocondrial de Apicomplexa esta entre os menores que se conhecem (cerca de 6 kb em contraste com 16 kb
em mamiferos). Contém sequéncias curtas equivalentes as subunidades menor e maior de rRNA. No entanto, estas
sequéncias ndo sdo continuas, mas fragmentadas e espalhadas por todo o genoma.
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Os dados disponiveis indicam que a mitocdndria de 7. gondii é funcional. E claramente marcada quando o protozodrio
¢ incubado na presenca de rodamina 123, um composto fluorescente acumulado em organelas que apresentam potencial
transmembrana. A andlise do consumo de oxigénio em células permeabilizadas com digitonina e incubadas na presenga
de alguns inibidores mostra sensibilidade parcial a estes inibidores (rotenona, por exemplo), indicando a presenga de
complexo III (citocromo e oxidorredutase) e IV (citocromo e oxidase). A oligomicina, que interfere na atividade da FoF1
ATP sintetase, inibe parcialmente o consumo de oxigénio. No conjunto, os dados disponiveis indicam que 7 gondii
apresenta uma mitocdndria funcional cuja atividade pode variar de acordo com o estdgio evolutivo (Moreno et al., 2007).

APICOPLASTO

Certamente a identificacdo da presenca do apicoplasto em membros do grupo Apicomplexa pode ser considerada
um dos mais importantes avangos neste campo nos tltimos anos. Os dados disponiveis mostram a presenga de um
DNA circular com diametro de 23 um e cerca de 35 kb (lembrando que o DNA do cloroplasto € de cerca de 70 kb) em
uma organela delimitada por quatro unidades de membrana e localizada na regido anterior da forma taquizoitica,
préximo ao ntcleo e ao complexo de Golgi. O genoma codifica para varios componentes necessarios para a expressao
do préprio genoma, como tRNAs envolvidos na sintese de proteinas do apicoplasto, proteinas ribossomais, entre
outras importantes para a maquinaria envolvida nos processos de replicacdo, transcricdo e sintese de proteinas e trés
subunidades do complexo de RNA polimerase (Feagin & Parsons, 2007).

Grande parte da atividade metabdlica do apicoplasto depende de proteinas codificadas por genes localizados no
nucleo, sintetizadas seguindo a rota secretdria e transportada para o apicoplasto mediante a participagdo de uma
sequéncia sinal. O peptideo sinalizador varia em comprimento — entre 50 e 200 aminodcidos — e também na sua
sequéncia. Existem duas hipéteses principais para explicar o processo de insercao das proteinas no apicoplasto.
A primeira considera que o apicoplasto estd conectado ao sistema secretério via membrana externa. A segunda
considera que vesiculas formadas no reticulo endoplasmdtico ou no complexo de Golgi se fundem a membrana do
apicoplasto. Certamente muitas proteinas ndo passam pelo complexo de Golgi, ja que seu trafego para o apicoplasto
nao é modificado quando o protozodrio ¢ tratado com brefeldina A, que inibe o trafego no complexo de Golgi.

Por conterem todo um sistema envolvido em processos de replicagao, transcrigao e traducdo do DNA e na sintese de
proteinas, algumas drogas que interferem nestes processos tém sido utilizadas com algum sucesso na quimioterapia
para a toxoplasmose. E o caso, por exemplo, dos antibidticos rifampicina, que inibe a RNA polimerase, clindomicina,
que inibe o processo de tradugao, e algumas drogas que inibem a DNA girase.

Um grande avango na drea metabdlica ocorreu com a identificacdo de alguns ciclos metabdlicos que ocorrem
total ou parcialmente no apicoplasto. Entre estes ciclos, merece destaque o processo de sintese de dcidos graxos, a
sintese de isoprenoides e a formacao do cluster ferro-enxofre. Nestes processos, hd uma importante interagao entre o
apicoplasto e a mitocondria.

O processo de biossintese de dcidos graxos em 7. gondii é do tipo 11, também encontrado em algas e plantas e que
se caracteriza pela participacao de varias enzimas isoladas. No caso de mamiferos, o processo de sintese, conhecido
como do tipo I, ¢ mediado por um complexo macromolecular com multidominios. E provavel que o protozodrio também
incorpore acidos graxos do meio intracelular em que vive e use o processo do tipo I para a sintese de dcidos graxos.
No entanto, o processo do tipo II é absolutamente essencial para a sobrevivéncia do parasita. E importante ressaltar
que os dcidos graxos sdo necessdrios para a formagdo da bicamada de fosfolipidios que constitui a estrutura bdsica
das membranas bioldgicas. A Figura 1 mostra uma visao geral do processo, em que o primeiro passo na formagao
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da cadeia do acido graxo € a condensagao dos grupos ativados acetil e malonil pela agdo da B-cetoacil-ACP sintetase
(KASI/I) para formar um grupo acetoacetil-ACP Este, por sua vez, sofre redugao do grupo carbonila em C-3 para formar
D-B-hidroxibutiril-ACP Essa reacdo ¢ catalisada pela B-cetoacil-ACP redutase (KAR) e o doador de elétrons é o NADPH.
No terceiro passo, ocorre a desidratacao do D-B-hidroxibutiril-ACP a ¢rans-A2-butenoil ACP pela B-hidroxiacil-ACP
desidratase (HAD). E, finalmente, a reducdo para formar butiril-ACP pela acao da enoil ACp redutase, tendo de novo o
NADPH como doador de elétrons. As reacoes FAS sdo repetidas até formar o palmitato (Tarun, Vaughan & Kappe, 2009).

Genes que codificam para piruvato desidrogenase foram encontrados em 7. gondii. Essa enzima participa do
processo de formagdo de acetil-coenzima A (acetil-CoA) a partir de piruvato. A acetil-CoA carboxilase (ACC) é uma
enzima importante do processo e € sensivel a herbicidas do tipo ariloxifenolxipropionato. 7 gondii apresenta duas
ACCs. Uma ¢é citosdlica e a outra estd localizada no apicoplasto. Enoil-ACP-CoA redutase também desempenha um
papel importante e pode ser inibida por triclosan, o que leva a destruicao do protozoario.

E também importante lembrar que a sintese de dcidos graxos do tipo II é importante na sintese de dcido lipoico, um
cofator essencial para a atuagao de descarboxilases oxidativas localizadas na mitocdndria e da piruvato desidrogenase,
que ocorre no apicoplasto. A biossintese de dcido lipoico ocorre no apicoplasto.

Figura 1 — Etapas do processo de biossintese de &cidos graxos do tipo Il
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A sintese de isoprenoide € outro processo bioquimico que ocorre no apicoplasto. No caso de 7' gondii, este processo
ndo segue a via cldssica do mevalonato, como ocorre em mamiferos. O parasita utiliza a via DOXE tendo 1-desoxi-D-
xilose-5-fosfato como composto intermedidrio. A DOXP redutase € inibida pelo antibidtico fosmidomicina.

Nos dados obtidos, observa-se também que o apicoplasto € o sitio da sintese de clusters de Fe-S, que desempenha
papel importante no funcionamento de varias proteinas, sobretudo facilitando a transferéncia de elétrons. No processo
de formagdo de Fe-S ha inicialmente a geracdo de enxofre (S) a partir de cisteina em um processo em que hd a
participagao da cisteina dessulfurase, com subsequente reducao acoplada a oxidacao do ferro (Fe) em uma porgao
especifica da proteina.

A sintese do grupo heme ocorre gragas a uma estreita cooperagdo entre o apicoplasto e a mitocondria. Genes
codificadores para todas as oito enzimas, necessarias para a sintese de novo do grupo heme, sdo encontrados no
genoma de 7 gondii. A primeira enzima (dcido d-aminolevulinico sintetase) é mitocondrial, enquanto as duas
subsequentes (porfobilinogénio sintetase e hidroximetilbilano sintetase) estdo no apicoplasto. Porfibilogénio
desaminase e uroporfirinogénio descarboxilase provavelmente estdo na mitocdndria, embora ainda ndo se possa
excluir a possibilidade de que a dltima também se localize no apicoplasto. A ferroquelatase, ultima enzima da via,

parece estar localizada na mitocéndria.

ACIDOCALCISSOMO

Como descrito no capitulo 3, 7" gondii contém o acidocalcissomo, organela envolvida em vérias funcdes relacionadas
com o controle da concentracdo de diferentes fons. Em estudos por microscopia eletronica, observa-se que esta organela
¢ elétron-densa, contendo calcio, fésforo, oxigénio, sédio, magnésio e zinco. Por outro lado, estudos bioquimicos,
imunocitoquimicos e moleculares mostraram a presenga de uma H*-ATPase vacuolar, uma H*-pirofosfatase vacuolar
e uma Ca>*-ATPase na membrana do acidocalcissomo. Outros transportadores também estao presentes na membrana.
As concentragdes de cdlcio e fésforo sdo muito altas e hd a formagdo de polifosfatos de cadeias curta e longa. Os
niveis do polifosfato reduzem quando o parasita ¢ submetido a condi¢des em que ha mobilizagdo de calcio, como € o
caso de tratamento com ionéforos de célcio, inibidores da H*-ATPase ou alcalinizacdo do meio. O controle dos niveis
citoplasmaticos de calcio em 7. gondii € extremamente importante para varios processos fisiolégicos como motilidade,
extrusao do conoide, secrecao do contetido dos micronemas e egresso dos taquizoitas da célula hospedeira no final do
ciclo intracelular (Moreno et al., 2007).

GLICOLISE

Muito da atividade energética de 7 gondii depende da produgdo de ATP e varios compostos intermedidrios a
partir de um processo glicolitico cldssico. Uma particularidade especial, que serd descrita a seguir, € a capacidade da
forma bradizoitica de produzir uma estrutura contendo uma reserva de polissacarideos chamada de amilopectina.
A Figura 2 mostra de forma esquemadtica a via glicolitica e sua conexao com a sintese de amilopectina. Os genes
codificadores para as vérias enzimas da via estdo presentes no genoma, e a expressao de muitas delas ja foi
comprovada. No caso da desidrogenase latica foram encontrados dois genes, sendo um especifico para a forma
taquizoitica (LDH1) e outro para a forma bradizoitica (LDH2). Demonstrou-se que gossipol e uma iminolactona
gossilica (que inibe a desidrogenase latica) inibem a proliferacdo intracelular de 7 gondii, sendo que a LDH2 € mais
sensivel a estes inibidores.
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Figura 2 — Via glicolitica em T. gondii e sua relagdo com a sintese de amilopectina
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A atividade de glicose-6-fosfato isomerase € significativamente maior na forma bradizoitica. Uma outra enzima
importante € a enolase que catalisa a conversao de 2-fosfoglicerol para fosfoenolpiruvato. Dois genes localizados no
mesmo cromossomo codificam para esta proteina, que aparentemente apresenta multiplas funcoes. A maior atividade
¢ a da ENO 1 encontrada na forma bradizoitica. A forma ENO 2 é encontrada no taquizoita. Tem sido mostrado (ver
capitulo 3) que a enolase estd também localizada no espago entre a membrana plasmaética e o complexo membranar
interno, fazendo parte da maquinaria desenvolvida por membros do grupo Apicomplexa para sua motilidade pelo
processo de deslizamento (g/iding).

Neste contexto, a enolase promove a ligagdo de uma proteina micronemal relacionada com a trombospondina (um
membro da familia TRAP) e com o sistema actina-miosina. E importante assinalar que este sistema é fundamental
para a sobrevivéncia do parasita, jd que sua motilidade é indispensdvel para que se aproxime das células hospedeiras
e possa entdo nelas penetrar.

AMILOPECTINA

A capacidade de produzir um polissacarideo de reserva com caracteristicas préprias é uma das propriedades
de alguns membros do grupo Apicomplexa. Em mamiferos, e mesmo em muitos protozodrios (Giardia lamblia,
Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica), hd formagdo de particulas de glicogénio. Jd em 7 gondii e outros
coccideos, mas ndo em Plasmodium, Babesia e Theileria, hé o processo de formacdo de uma estrutura que guarda
alguma semelhanca com o amido sintetizado pelas plantas e a amilose, encontrada nos cloroplastos. Tanto o glicogénio
como a amilopectina sdo polimeros da glicose em ligacdo a (1---4), com ramifica¢des em ligagdo a. (1----6). O glicogénio
¢ mais ramificado e mais compacto, e cada ramificacdo ocorre a cada conjunto de 8-12 moléculas de glicose. J& na
amilopectina, as ramificagdes ocorrem a cada conjunto de 24-30 moléculas de glicose. O processo de sintese da
amilopectina, mostrado na Figura 2, implica a participacdo de enzimas envolvidas nos processos (1) de sintese, (2) de
ramificacdo da cadeia, (3) de desramificacao da cadeia e (4) enzimas de degradagdo da amilopectina, como a-amilase,
dicinase, fosforilase e a-glicosidase. Os dados disponiveis mostram certa semelhanca com o processo de sintese de
amido na alga Chlamydomonas reinhardidtii (Asai & Tomavo, 2007).

Todos os genes que codificam as enzimas envolvidas no processo de sintese de amilopectina em 7 gondii sao
copias tnicas. Os genes sao expressos sobretudo na forma bradizoitica. A amilopectina é consumida praticamente por
completo durante o processo de transformagao da forma bradizoita em taquizoita.

LIPIDEOS

Ao falarmos do apicoplasto, abordamos o processo de sintese de dcidos graxos. Um componente altamente
relevante em 7 gondii é o processo de sintese de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), utilizado para a ancoragem da
grande maioria das proteinas de membrana do protozodrio. A ancora de GPI em 7. gondii contém um nucleo GPI que
¢ altamente conservado, etanolamina-PO4-6Mana.1-2Mana1-6Mana 1-4Glca1-6-inositol. Como em mamiferos, existe
o glicolipideo precursor, que € entdo transferido em bloco para a proteina de membrana nascente.

BIOSSINTESE DE NUCLEQTIDEOS

O processo de sintese dos componentes basicos que permitem a formacdo do DNA e do RNA de 7’ gondii tem sido
estudado com alguma intensidade.
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No caso da sintese de pirimidina, tanto a via conhecida como de novo como a de salvacao foram observadas, sendo
a primeira mais importante. A via de sintese de novo envolve a participagao de seis enzimas. Algumas destas enzimas
mostram diferencas com as encontradas em mamiferos, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de drogas
antiparasitdrias. Ja a via de sintese de salvacdo conta com a participagao de cinco enzimas. Embora seja importante,
esta via nao parece ser indispensdvel, ja que mutantes deficientes em algumas das enzimas crescem normalmente em
cultura de células.

A sintese de purina de novo ndo ocorre em 7. gondii. Logo, o parasita depende da via de salvacao.

NTPase

Uma caracteristica Gnica de 7 gondii é contar com uma nucleotideo fosfatase hidrolase (NTPase) encontrado em
abundancia na superficie da forma taquizoitica. Esta proteina, que guarda certa semelhanga com as ecto-ATPases, €
secretada quando o protozodrio se encontra no interior do vactiolo parasitéforo da célula hospedeira, associando-se
com a rede intravacuolar descrita no capitulo 5. As cepas de 7’ gondii do tipo I contém duas isoformas de NTPases,
conhecidas como NTPases I e II. A NTPase II estd presente em todas as cepas. Os dados disponiveis indicam que a
presenga de uma NTPase ¢ fundamental para a sobrevivéncia de 7" gondii.
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A Interacao de Toxoplasma gondii
com a Ceélula Hospedeira

Rossiane Claudia Vommaro « Marcia Attias « Wanderley de Souza

Toxoplasma gondii € capaz de invadir e se multiplicar em virtualmente qualquer célula nucleada de qualquer
espécie animal de sangue quente (mamiferos e aves). Esta natureza cosmopolita por si s ja o torna um parasita
notavel. Além disso, a viruléncia da infeccao nos hospedeiros imunocompetentes €, na maior parte dos casos, branda
e seguida de uma fase cronica assintomadtica, embora ndo haja cura parasitolégica. A patogénese da toxoplasmose
também ¢ influenciada pelo tipo de cepa do parasita. Assim, ele pode estabelecer com o sistema imunolégico do
hospedeiro um equilibrio que permite a sobrevivéncia de ambos.

Na fase aguda, formas taquizoitas do 7 gondii se multiplicam rdpida e sucessivamente em diferentes células
hospedeiras nucleadas, disseminando-se por varios tecidos. Apds a ativagdo do sistema imunoldgico, estas formas
se diferenciam em bradizoitas, que dardo origem aos cistos teciduais, estabelecendo assim a fase crénica da infecgao.
O processo de interagdo com as células hospedeiras pode ser subdividido, para fins de estudo, em quatro etapas:
reconhecimento/adesdo, invasdo, desenvolvimento (multiplicagdo) intracelular e egresso.

TROPISMO PELAS CELULAS HOSPEDEIRAS

Mesmo sendo capaz de infectar virtualmente qualquer célula nucleada, os macréfagos sao alvos importantes nas
primeiras etapas da infeccdo. O resultado do encontro do parasita com células fagociticas profissionais é determinante
para a sobrevivéncia ou morte do hospedeiro. A capacidade do parasita de ativar forte resposta imunomediada por
célula é essencial a sobrevivéncia do hospedeiro e ao estabelecimento da infeccao.

Apesar desse comportamento promiscuo em relagdo a invasao de qualquer tipo celular nucleado, 7 gondii
apresenta tropismo por certas células, como mondcitos e células dendriticas, configurando uma estratégia de dis-
seminagao no hospedeiro.

Em estudos da fase inicial da infecgdo usando como modelo a inoculagao intraperitonial de taquizoitas, observou-
se que o alvo preferencial do parasita ¢ uma populagao de mondcitos CD68+. Porém, enquanto a cepa Me 49 (de baixa
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letalidade em camundongos) faz o recrutamento dessas células na cavidade peritonial, a cepa RH (altamente letal
para camundongos) parece recrutar um alto influxo de neutréfilos (Robben et al., 2005).

Outros estudos mostraram a importancia das células dentriticas na fase inicial da disseminagdo. Camundongos
inoculados com células dentriticas infectadas com 7. gondii apresentaram um curso mais acelerado da disseminagdo
da infeccdo, quando comparados a animais infectados com taquizoitas livres (Lambert et al., 2006). A entrada do
protozodrio pela via oral se inicia com a infecgdo no aparelho gastrico, passando para as células dendriticas CD 11c+
e mondcitos/macréfagos CD11b+ na lamina prépria, placas de Peyer e nos linfonodos mesentéricos. No sangue peri-
férico, apenas mondcitos/macréfagos CD11b+ se encontram infectados.

Qualquer que seja a via de entrada e a forma infecciosa (oocistos, provenientes das fezes dos felideos, bradizoitas de
cistos teciduais ou taquizoitas), é nas células do tecido muscular esquelético e do sistema nervoso central (neurdnios e
glia) que se formam preferencialmente os cistos teciduais, onde os parasitas, na forma bradizoita, sobrevivem a salvo
do reconhecimento e destruicdo pelo sistema imunoldgico do hospedeiro.

DESLIZAMENTO, RECONHECIMENTO E ADESAQ

A adesdo e o reconhecimento de moléculas de superficie entre o parasita e a futura célula hospedeira é a
primeira fase do processo de invasdo (Figura 1A, B). Nessa etapa, o parasita interage com a célula hospedeira
mediante ligacoes de baixa afinidade com moléculas expostas constitutivamente na face externa da membrana do
parasita, ancoradas a ela por glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). Essas moléculas sdo as SAG (surface antigens), as
SRS (SAG related-sequence) e as SUSAs (antigenos nao relacionados a SAG) (revisto por Carruthers & Boothroyd,
2007). Uma dessas proteinas, a SAG3, é capaz de se ligar a heparina e outras glicosaminoglicanas (Carruthers et al.,
2000; Ortega-Barria & Boothroyd, 1999). Também jd foi mostrado que a laminina aumenta a adesao de taquizoitas
a macréfagos in vitro, apontando para um possivel papel de receptores de matriz extracelular na adesdo deste
parasita a célula hospedeira. Porém, proteinas denominadas de RON (2, 4 e 5), secretadas especificamente da regiao
do pescogo das réptrias, formam um complexo localizado na membrana da célula hospedeira, onde RON 2 possui
um ectodominio. Este ectodominio serviria como receptor para o proprio parasita. A ligacao desse receptor com
AMA 1, proteina secretada por micronemas ancorada na membrana do parasita, constituiria o mecanismo geral de
reconhecimento para qualquer tipo celular a ser infectado por 7 gondii (Tonkin et al., 2011).

A adesao do taquizoita a superficie da célula hospedeira depende da secrecdao das proteinas dos micronemas
(Figura 2A). Estas proteinas, denominadas MIC (protefnas que se localizam em micronemas), se incorporam a
membrana plasmatica de modo que sua porcao N-terminal (citoplasmética) se conecta com filamentos de F-actina
do parasita através de outra proteina, a aldolase. Estes microfilamentos, por sua vez, interagem com uma miosina,
a TgMyoA, ligada ao complexo interno de membranas (CIM). A TgMyoA promove o deslocamento dos filamentos de
actina para a parte posterior do parasita, o que acaba por deslocar também o complexo MIC-receptor que se encontra
ligado a estes filamentos. Este processo resulta no deslizamento do parasita para a frente (revisto em Daher &
Soldati-Favre, 2009).

Durante seu deslocamento, o parasita executa movimentos de tor¢cdo e extensdo do corpo celular, assim como
projeta o conoide para fora de forma intermitente. Ainda ndo estd estabelecida a relagdo entre a motilidade do conoide
e a secrecao dos micronemas.
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Figura 1 — Sequéncia de imagens em microscopia eletronica de varredura da interagdo e desenvolvimento de Toxoplasma gondii em diferentes células
de mamiferos: entrada

(A) Taquizofta com o conoide protuberante (seta) aderido a uma célula em cultivo. (B) a (F) Aspectos da invasao da célula hospedeira. (B) A porcao apical do parasita ja ndo é
visivel. Expansoes filiformes da membrana da célula hospedeira envolvem o parasita progressivamente, engolfando-o (setas). (C) Dois parasitas sendo internalizados por um
macréfago através de expansdes tubulares (setas). Em pelo menos um deles, o conoide, € visivel (cabega de seta), indicando que a invasao nao é ativa neste caso. (D) Taquizoita
com metade do corpo celular j& dentro da célula hospedeira. 0 estreitamento do corpo celular no ponto de passagem pela jungao mével (setas) confere ao parasita a forma de
ampulheta. (E) Parasita quase completamente internalizado por uma célula fagocitica onde as expansdes filiformes da membrana envolvem a porcao ainda exterior do parasita
(seta). (F) Toxoplasma penetrando uma célula epitelial em cultura. O estrangulamento na regido da jungdo movel é nitido (setas). Barras: 1 pum.
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Figura 2 — Sequéncia das etapas da entrada ativa de Toxop/asma gondii e formagao do vactiolo parasitéforo (VP)
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(A) Adesao do parasita a membrana da célula hospedeira pelo polo apical. O parasita se posiciona perpendicularmente e secreta o contetido dos micronemas. (B) A efetiva entrada
do parasita depende da secrecdo do contedido das roptrias. As proteinas das rdptrias tanto participam da formacdo da jungdo mdvel, vista como um estrangulamento do corpo do
parasita, quanto da formagao do vactolo parasitéforo. A jungao mével forma uma barreira que exclui tanto proteinas da membrana da célula hospedeira quanto da membrana do
parasita. 0 vaclolo parasitéforo se forma durante a entrada e conserva em sua membrana proteinas ancoradas a GPI. A fusao com o sistema endolisossomal é blogueada neste
processo ativo. (C) A associacdo com as organelas da célula hospedeira ja é observada desde o inicio do estabelecimento do vactiolo, assim como a secrec@o de granulos densos
que da origem a rede intravacuolar.

ENTRADA ATIVA

Ao penetrar na célula hospedeira, o parasita normalmente posiciona o polo apical perpendicularmente a esta (Figura
1A, B). Aparentemente, 7. gondii nao tem preferéncia por se ligar a nenhum subdominio presente na membrana da célula
hospedeira e nem ha transferéncia de moléculas destes dominios para a membrana do vactiolo parasitéforo (Charron &
Sibley, 2004). Esta auséncia de subdominios especificos para se ligar a uma célula reforga, como discutido anteriormente,
que sdo utilizados receptores secretados pelo préprio parasita para o reconhecimento de qualquer tipo celular.

Os primeiros momentos da interacdo de 7 gondii foram documentados em neutréfilos por meio da microscopia
eletrénica de varredura, e trés padroes morfolégicos foram identificados: internalizagdo do parasita acompanhada de
emissao de filopddios por parte da célula hospedeira, formagdo de uma expansao tubular de membrana em torno do
parasita e afundamento da membrana da célula hospedeira no ponto de entrada (MacLaren, Attias & Souza, 2004).
Esses padroes morfoldgicos de interagao das membranas no parasita com a membrana da célula hospedeira devem
variar segundo o tipo celular envolvido na infeccdo (Figura 1B-F, Figura 3A-B).
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A invasao da célula hospedeira tem inicio quando a secrecao dos micronemas leva ao estabelecimento de um
contato intimo de 7 gondii com a membrana desta. Nesse momento, uma interrupcao transiente da integridade dessa
membrana permite o influxo de fons ou moléculas do parasita para o interior da célula hospedeira. Esta permeabilidade
foi demonstrada em experimentos de patch clamp, nos quais se detecta um pico de menos de 1 segundo na condutividade
elétrica da membrana da célula-alvo. A comunicacao para passagem de moléculas entre o parasita e a célula-alvo
também foi demonstrada por Dubremetz (2007) em réplicas de criofratura onde foi observado um poro entre a membrana
do parasita e do vactiolo parasitéforo, durante os primeiros momentos da penetracdo. Além disso, acredita-se que a
extrusao do conoide — estrutura em forma de cone com capacidade de expansao e retragdo — seja necessdria para o
processo de invasao.

Figura 3— Aspectos da entrada de Toxoplasma gondii observados em microscopia eletronica de transmissao

to

(A) Corte espesso onde se observa a intima relagdo entre a extremidade apical do parasita e a membrana da célula hospedeira. (B) Maior aumento da regido de contato entre o
parasita e a célula hospedeira. Notar as microvilosidades (mv) semelhantes as observadas na Figura 1 (B e C). (C) O parasita observado ja estd completamente internalizado.
A estrela aponta para uma roptria (R) recém-esvaziada. Observe-se a mitocondria (m). (D) Regiao apical de um taquizoita em processo de invasao. Através do conoide (c) sao
secretados produtos das réptrias (seta), essenciais para o processo. Barras: (A) Lum, (B) e (C) 0,5 pum, (D) 0,25 pm.

Apbs este primeiro reconhecimento, um sinal que incita o aumento do Ca*™? intracelular dispara a secrecdo dos

micronemas. O mecanismo de controle da descarga dos micronemas ainda é desconhecido, mas se sabe que quinases
dependentes de cdlcio (CDPK) participam do processo. Uma CDPK de 7oxoplasma (TgCDPK1), que jd foi descrita como
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capaz de regular a motilidade e a entrada do parasita, e a purfalcamina — um inibidor da CDPK de Plasmodium — que
também inibe a entrada de 7 gondii (revisto em Blader & Saeij, 2009).

As protefnas oriundas dos micronemas (MICs) sao adesinas transmembrana, assim como algumas das proteinas,
chamadas de adaptadoras, que auxiliam o enderegamento e exposicdo das MICs na superficie do parasita. A ligagdo
das MICs com a célula hospedeira proporciona um contato intimo das duas superficies. Concomitante com estes
eventos, outro sinal ainda nao conhecido dispara a secrecao do contetido de outra organela apical de 7 gondii, a
réptria (Figura 2B, Figura 3C-D). Proteinas das réptrias sao liberadas e se ligam a proteina de superficie parasitaria
AMA1 (antigeno de membrana 1). Estas proteinas (RONs) provenientes do pescogo, regidao mais delgada da réptrias,
vao se localizar na regiao de contato entre as duas células, onde ocorre a formacdo de uma juncao andloga a do tipo
ocludente, a ‘jungdo mével’, descrita mais adiante.

Alguns estudos mostram que moléculas das réptrias sdo encontradas no interior da célula, mesmo antes da
entrada efetiva de 7 gondii. Sdo elas ROP1, ROP2/3/4 e ROP18, além de uma das proteinas dos granulos densos GRA7
(revisto em Blader & Saeij, 2009). Todas essas proteinas foram encontradas em pequenos agregados ou goticulas
(ainda nao foi comprovada a presenca de membrana envolvendo o material) arranjadas em fileiras, no citoplasma da
célula hospedeira. Acredita-se que elas poderiam estar associadas a microtiibulos, ja que ndo sao observadas quando
as células sao tratadas com nocodazol, droga que despolimeriza microttibulos.

A capacidade de o parasita introduzir vesiculas nas células a partir das réptrias foi demonstrada mesmo quando
sua entrada foi bloqueada pela incubacdo a baixas temperaturas ou na presenca de agentes despolimerizantes do
citoesqueleto como a citocalasina, que despolimeriza microfilamentos. As vesiculas observadas nestes experimentos
foram denominadas de ‘e-vactolos’ (do inglés emp¢y) (Hakansson, Charron & Sibley, 2001). Porém, até o momento,
nao se sabe se estas vesiculas tém ligagdo com os agregados em fileira.

Muitas destas proteinas (ROP2/3/4, GRA2 e GRA3) tém como destino a membrana do vactiolo parasitéforo e outras
o interior do vactolo parasitéforo, como a ROP1 (revisto em Ravindran & Boothroyd, 2008).

Outro grupo de proteinas das réptrias de 7 gondii, também secretadas no interior da célula hospedeira, compoe-se
de fosfatase 2C, chamada PP2C-hn (referente ao destino final no nucleo da célula hospedeira), e uma proteina quinase
putativa, chamada ROP16, que também se localiza no nucleo das células infectadas. Estas duas moléculas possuem
uma sequéncia de localizacdao nuclear que garante seu direcionamento para o nucleo, e ndo sdao encontradas nas
goticulas alinhadas referidas anteriormente, o que indica mais de um mecanismo de enderecamento de proteinas do
parasita nos momentos iniciais da infeccao por 7 gondii.

A presenca de uma quinase e de uma fosfatase no nucleo hospedeiro possibilitaria a interferéncia parasitdria
no controle da expressao génica das células a serem infectadas. Ja se observou que a ROP16 estd envolvida com
a ativagdo dos fatores de transcricdo, STAT3 e STAT6, de maneira dependente da infeccdo. Estes fatores, por sua
vez, estdo envolvidos com a ativacdo da IL-12, citocina-chave na resposta do hospedeiro em face da infeccao por
Toxoplasma. Por outro lado, o papel da PP2C-hn ainda requer mais investigacao.

Na regido de contato entre o parasita e a membrana da célula hospedeira forma-se uma estrutura transitéria, a
‘juncao mével’ (Mordue et al., 1999). Neste ponto, o corpo celular apresenta uma constricao, assumindo uma forma de
ampulheta (Figura 1D, F). As proteinas AMA1 (ancoradas por GPI e secretadas pelos micronemas) e as RON 2, 4, 5 ¢ 8
(presentes no pescoco das réptrias e secretadas durante a invasao) ja foram ali localizadas. Além disso, esta jungdo mével
parece atuar como um ‘filtro’, barrando proteinas transmembrana da membrana plasmatica, que, independentemente
do tamanho, sdo assim excluidas da membrana do vactiolo parasitéforo que estd sendo formado (Figura 2B).
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Ainda ndo é sabido se a membrana da célula hospedeira ou dominios de sua superficie se ancoram a estrutura
transitéria da jungao moével, tal como ja foi identificado para a membrana do parasita. A actina do hospedeiro poderia
desempenhar este papel por ter participacdo importante na dindmica das membranas. Duas proteinas de roptrias,
a toxofilina e a RONS8, foram localizadas voltadas para o citoesqueleto da célula hospedeira e mostradas como
sendo capazes de interagir com a actina do hospedeiro durante a infecgdo. Porém, o uso de citocalasina, que altera
a polimerizacdo da actina, na célula hospedeira ndo impede a entrada do parasita (revisto em Blader & Saeij, 2009).

A FORMAGAO DO VACUOLO PARASITOFORO

O movimento ativo caracteristico dos membros do filo Apicomplexa (chamado deslizamento ou gliding), realizado
pelo motor de actomiosina do parasita, faz que a formagdo do vactolo parasitéforo ocorra simultaneamente com a
invasao da célula (Figura 2B,C).

Em vdrios estudos, demonstrou-se que grande parte dos lipidios de membrana do vactolo parasitéforo inicial
provém da membrana plasmatica da célula hospedeira. 7Toxoplasma parece definir ativamente a composicao das
proteinas deste vactiolo, selecionando, dentre as oriundas da membrana da célula hospedeira, apenas aquelas ligadas
via GPI, excluindo nessa ‘filtragdo’ as com dominio transmembrana. Acredita-se que a jungao mével que se forma entre
as membranas da célula e do parasita esteja envolvida com esta exclusdo, e que o processo também possa ter associagao
com o mecanismo do qual 7 gondii se utiliza para escapar da fusao com o sistema endolisossomal do hospedeiro.

As réptrias contribuem para a formacdo do vactiolo parasitéforo ndo apenas pela secrecdo de seu conteido, mas
também pela incorporagdo de estruturas membranares a membrana vacuolar.

Outra molécula importante para a invasao e formacdo do vactolo parasitéforo € o colesterol da célula hospedeira.
Este é necessario para que o conteddo das réptrias seja secretado e se forme o vactolo. A membrana do vactiolo
parasitéforo é formada majoritariamente por lipidios da membrana plasmadtica da célula hospedeira, e somente 20%
sao lipidios secretados pelo préprio parasita (Suss-Toby, Zimmerberg & Ward, 1996). Estes eventos iniciais estao
resumidos na Figura 2.

A REDE INTRAVACUOLAR

Dentro do vactiolo parasitéforo (Figura 4A) estabelece-se um ambiente propicio a sobrevivéncia e multiplicagdo
do toxoplasma. Este inclui a rede intravacuolar, uma intrincada rede de tibulos limitados por unidade de membrana,
resultado de secregdo dos granulos densos. O préprio crescimento e a manutengao do vacuiolo parasitéforo também
dependem da secrecdo do conteido desses granulos densos. Suas proteinas (GRA) sdo secretadas no vactolo
intensamente logo apds a invasdo e constitutivamente durante a replicacdo intracelular do parasita (revisto em
Cesbron-Delauw et al., 2008). As GRAs sao incorporadas a membrana do vactiolo e a uma rede formada dentro do
vactolo, a rede intravacuolar, constituida de nanotiibulos de cerca de 30 nm de diametro (Figura 4 D-E). Estes tibulos
podem se ramificar e se fundir, mantendo seu didmetro uniforme (Figura 4E). Enquanto GRA3, GRAS, GRA7 e GRA
8 sdo incorporadas a membrana do vactiolo parasitéforo, GRA2, GRA4 e GRA6 formam um complexo que interage e
estabiliza as membranas da rede intravacuolar (Labruyere et a/., 1999).

Ja foi observada a fusdo entre os tibulos e a membrana do vactiolo parasitéforo, mas ndo entre o tibulo e a
membrana do parasita. Com relacdo a fungao desta rede, foi aventado que poderia servir para captagao de nutrientes
do citosol para o vactolo. Entretanto, uma vez que a membrana do vactolo € permedvel a moléculas de até 1.300 Da,
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uma funcdo mais razodvel para esta rede, conforme observado por Magno e colaboradores (2005), € a de sustentagdo
da roseta de parasitas a medida que se sucedem os ciclos endodiogénicos (Figura 4 B-D).

Figura 4 — Sequéncia de imagens em microscopia eletronica de varredura da interacdo e desenvolvimento de Toxoplasma gondii em células de
mamiferos: desenvolvimento intracelular e egresso

(A) Uma (inica célula invadida por vérios taquizoitas (T). Cada vactolo parasitéforo (VP) inicial contém um taquizoita. (B) Seis a oito horas apds a invasao, o primeiro ciclo de
endodiogenia ja esta completo. As duas células-filhas (T) permanecem ligadas a um corpo residual (*). Elementos da rede intravacuolar ja estdo presentes (seta). (C) Uma
segunda divisdo da origem a quatro taquizoftas (T) e assim sucessivamente. (D) Vinte e quatro a 48 horas pds-infeccdo, cada vactiolo parasitéforo possui um grande niimero
de parasitas (T) ligados a um dnico corpo residual, o que Ihe confere a aparéncia de uma roseta. (E) Em maior aumento é possivel observar os tibulos que compdem a rede
intravacuolar (seta) conectando o parasita (T) a face interna do vactolo parasitdforo. (F) No momento do egresso, as rosetas se desfazem. Os parasitas individualizados (T)
abandonam o vactiolo parasitéforo e a célula hospedeira, terminando por rompé-la. SC = superficie da célula hospedgira. Barras: (A), (B), (C), (D), (F), 1 um. (E) 100 um.
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INTERFERENCIA DE T. conon NA CELULA HOSPEDEIRA

Ainfeccdo da célula hospedeira por 7 gondii leva a varias modificacdes na sua organizacao estrutural e funcional.
Entre as mais significativas, podemos mencionar o rearranjo do citoesqueleto da célula hospedeira e a redistribuigdo
do reticulo endoplasmaético e das mitocdndrias (Figuras 2 e 5).

Figura 5—Aspectos da associacao de organelas da célula hospedeira ao redor do vactiolo parasitéforo observados por microscopia eletronica de transmissao

(A) Feixes de filamentos intermediarios se dispoem em torno do vactiolo parasitéforo (seta espessa). (B) Detalhe mostrando a estreita associagao entre o reticulo endoplasmético
rugoso da célula hospedeira (RER) e o vactiolo parasitéforo, no interior do qual vemos um taquizoita (T). Feixes de filamentos (seta espessa) como os observados em (A) e
mitocondrias (m) também se dispdem ao redor do vactolo. Barra: 0,25 um.

A medida que cresce, o vactiolo parasitéforo atinge volumes expressivos e forma-se a seu redor um arcabougo
de filamentos intermedidrios que certamente contribuem para sua estabilidade (Figuras 5A, 6A). Os microtibulos
da célula hospedeira também formam arranjos em paralelo que parecem contribuir para a sustentacdo do vactolo
parasitéforo (Figura 6B). O reticulo endoplasmatico rugoso envolve o vactiolo parasitéforo de modo que os ribossomos
se localizem apenas na face deste voltada para o citosol (Figuras 2 e 5B).

A associacdo de mitocondrias a membrana do vactolo parasitéforo estd relacionada com ROP2, uma proteina
transmembrana que expde sua porcao N-terminal no citoplasma da célula hospedeira (Figura 6B). Esta porcao
N-terminal apresenta uma sequéncia de aminodcidos que se assemelha ao sinal de importacao mitocondrial. Assim,
esta sequéncia da ROP2 ¢ inserida na membrana mitocondrial externa (demonstrado com mitocdndrias ex vivo),
promovendo a associacdo membrana do vactolo parasitéforo-mitocéndria. Esta associacdo com a mitocondria, além
da ligagdo com o reticulo endoplasmatico (por um mecanismo ainda nado definido) facilitaria a aquisicao de lipidios
pelo parasita (Sinai & Joiner, 2001).
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Figura 6 — Outros aspectos da associagao de organelas da célula hospedeira ao redor do vactiolo parasitéforo observados por microscopia eletronica
de transmissao

A associagao a elementos do reticulo endoplasmatico (RE) rugoso € vista em todas as micrografias e a proximidade ao nicleo da célula hospedeira é vista em (A), (C) e (D). Em (A)
observam-se cisternas do complexo de Golgi (CG) e feixes de filamentos intermediarios em torno do vactiolo (seta espessa). Em (B) além de filamentos, também é claramente visivel
um microtdbulo (seta branca) e uma mitocdndria (m) ao redor do vactiolo. Em (C) e (D) observa-se a presenga de tbulos da rede intravacuolar (RIV). T = taquizoftas. Barra: 1 um.

Outra alteragdo importante é o completo bloqueio da interagdo (fusao) entre componentes do sistema endolisossomal
e o vacuolo parasitéforo, impedindo assim o contato dos parasitas intravacuolares com enzimas hidroliticas. Em
contrapartida, a importagdo de lisossomos para dentro do vactiolo parasitéforo ja foi observada e serd explicada mais
adiante. Nutrientes, e mais especificamente o colesterol, utilizados pelo parasita seriam importados por esta via. A
inativacao das hidrolases lisossomais seria feita por proteinases presentes no vacuolo, e a acidificacao da sua matriz
seria evitada pela presenca de poros na membrana do mesmo.

O centro organizador de microttbulos, o citoesqueleto propriamente dito e estruturas a ele relacionadas, como o
complexo de Golgi, sdo reposicionados na célula infectada (Figura 6A). Ao menos em astrécitos, o vactiolo parasitéforo,
além de estar sempre préximo a essas duas estruturas (centrossomo e complexo de Golgi), também € circundado por
filamentos intermedidrios (Figura 5A, B). O reposicionamento faz que o vactolo parasitéforo fique perto do nicleo,
facilitando a interceptacdo de purinas pelo parasita, ja que ele ndo é capaz de realizar a sintese de novo destas
moléculas (Figura 6 A-D).

A presenca do parasita, ou mesmo de fatores por eles liberados, interfere inclusive no ciclo celular da célula
hospedeira. As células tendem a entrar na fase S do ciclo, situacdo que facilita a infecgdo pelo parasita (Grimwood,
Mineo & Kasper, 1996).
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CAPTAGAO DE NUTRIENTES

Apés a entrada e formacdo do vactiolo, o parasita precisa captar nutrientes por mecanismos que o mantenham
afastado da acidificagdo e fusdo lisossomal e permitam o crescimento e multiplicagdo intracelular.

Moléculas de até 1.300 Da tém livre passagem entre o citoplasma da célula hospedeira e a matriz do vactiolo
parasitéforo, o que sugere que proteinas presentes na membrana do vactiolo parasitéforo estariam associadas umas
as outras, formando poros e permitindo este trafego de solutos de baixo peso molecular que o parasita poderia usar
no seu metabolismo (Schwab, Beckers & Joiner, 1994).

Sao varios os nutrientes que 7 gondii ndo € capaz de sintetizar de novo, precisando contar com os nutrientes do
ambiente intracelular. A lista inclui pequenas moléculas como glicose, arginina, ferro, triptofano e purinas, que podem
se difundir livremente através da membrana do vactolo parasitéforo ou ser transportadas para dentro do vactiolo
parasitéforo por transportadores de membrana. Um transportador de glicose ja foi identificado, porém ainda nao €
bem sabido como o parasita usa essa fonte de energia. No genoma de 7 gondii ja foram identificadas todas as enzimas
glicoliticas do ciclo de Krebs, embora o crescimento parasitdrio seja afetado apenas moderadamente na auséncia dessa
via metabdlica funcional. £ sabido que o toxoplasma pode gerar a maior parte do seu ATP por meio de fosforilacdo
oxidativa no substrato. Porém, a piruvato desidrogenase (enzima que converte piruvato em acetil-CoA), esté localizada
no apicoplasto (organela de origem endossimbidtica, possuidora de genoma préprio) e ndo na mitocdndria, como
em outras células eucariéticas. Outras moléculas sao adquiridas por outros mecanismos direcionados pelo parasita,
como a LDL. A infeccdo por 7 gondii aumenta a expressao de receptores para LDL em células infectadas e causa o
redirecionamento do trafego intracelular de LDL da célula hospedeira para o vactolo parasitéforo. Ja foi mostrado que
lisossomos da célula hospedeira seriam sequestrados para a matriz vacuolar, otimizando a captacao de metabdlitos
celulares pelo parasita. 7 gondii recrutaria microtibulos da célula hospedeira, que formariam longos tibulos de
membrana recobertos por GRA7. Ja foi demonstrado in vitro que um recombinante dessa proteina de granulo denso
¢ capaz de estimular a formacado de tibulos em lipossomos, papel semelhante ao desempenhado por dinaminas no
pincamento de vesiculas a partir de membranas. Por esse mecanismo, haveria a internalizacdo do conteddo dos
lisossomos e eventualmente colesterol em particulas de LDL. Uma vez na matriz do vactolo parasitéforo, ainda néo
se sabe como o parasita seria capaz de capta-las (Coppens et al., 2006).

0 EGRESSO DA CELULA HOSPEDEIRA

A cada ciclo replicativo por endodiogenia, cada taquizoita intracelular d& origem a duas células-filhas que
permanecem ligadas ao corpo residual pela extremidade posterior (Figura 4B, C). O resultado desses ciclos € a formagao
de uma roseta de parasitas que ocupa um vactiolo cujo volume chega a ser oito vezes maior que o vactolo parasitéforo
inicial (Figura 4D). Como cada célula hospedeira pode ser invadida por mais de um parasita (Figura 4A), o tamanho
de cada vactiolo parasitéforo e o ntimero de parasitas nele contido dependera do tamanho da célula e do nimero de
vactolos parasitéforos que nela se formam. Dependendo desses fatores, entre 24 e 48 horas apds a invasao inicial de
uma célula, ocorre a dltima etapa do ciclo intracelular: o egresso (Caldas, Souza & Attias, 2010).

Ao contrario do que se possa cret, o egresso ndo resulta do rompimento de uma célula hiperparasitada. Diferente de
outros patégenos (por exemplo, 7rypanosoma cruzi e algumas bactérias), que escapam do vacuiolo logo apds penetrar
na célula hospedeira, 7" gondii reside no vactiolo parasitéforo durante todo o ciclo intracelular. Assim sendo, o egresso
requer que duas barreiras sejam atravessadas: a membrana do vactolo parasitéforo e a membrana plasmatica da
célula hospedeira (Figura 4F).
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O que determina o egresso? Alguns autores sustentam que o crescimento dos vactolos parasitéforos exerce
pressdo sobre a membrana plasmadtica, resultando em microlesées da membrana plasmatica e perda do equilibrio
ionico citoplasmatico. A perda de potassio intracelular dispararia, via fosfolipase C (PLC), levando a um aumento
dos niveis intraparasitarios de célcio. O cdlcio seria, assim, o gatilho para o egresso. O cation participa de varios
processos-chave na interacao parasita-célula hospedeira. O uso do ionéforo A23817 foi capaz de induzir o egresso
de taquizoitas apenas duas horas apds a invasdo, antes mesmo da primeira divisdo por endodiogenia, indicando
que o rompimento da membrana plasmdtica da célula hospedeira seria consequéncia de um processo iniciado
intracelularmente. A observacao do egresso induzido por ionéforo em células de cultura infectadas por 7 gondii apés
24 horas por videomicroscopia e microscopia eletrénica indica que o processo envolve varios fendmenos, uma vez
disparado. Em um primeiro momento, a rede intravacuolar de nanottbulos se fragmenta. A ligacdo entre as células-
filhas de cada roseta se torna, assim, mais fragil, facilitando a separacdo entre os taquizoitas e o corpo residual. Uma
vez individualizados, os parasitas, que se mantinham praticamente iméveis dentro do vactolo parasitéforo, comegam
a se movimentar randomicamente. O conoide, que durante este periodo de replicacao permanece posicionado abaixo
do anel polar posterior, também readquire movimento, elevando-se acima deste, tal como é observado durante a
invasao. Nessa etapa, proteinas semelhantes a porinas sao secretadas pelos micronemas, inserindo-se na membrana
do vacuolo parasitéforo e abrindo nela orificios que a permeabilizam e fragilizam, facilitando assim o egresso dos
taquizoitas (Caldas, Souza & Attias, 2010).

Uma vez rompida a barreira do vactiolo parasitéforo, os taquizoitas deslocam-se pelo citosol, provavelmente
utilizando o citoesqueleto da célula hospedeira. Eventualmente, encontram a membrana plasmética, que também €
permeabilizada pela insercao de porinas. Devido ao cardter randéomico desse deslocamento, alguns parasitas terminam
por penetrar no nucleo da célula-hospedeira. Entretanto, esta parece ser uma condicao acidental que nao viabiliza a
sobrevida e a multiplicacao desse individuo.

Na medida em que migram pelo citosol e atravessam a membrana plasmatica, os taquizoitas se desassociam
de remanescentes da membrana do vactolo parasitéforo que tenham permanecido aderidos a sua superficie,
estabelecendo, nesse momento, um contato direto com o citosol da célula hospedeira. Ao atingir o meio extracelular,
0s taquizoitas ja se encontram individualizados e aptos a invadir novas células.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ha, como se vé, uma série de questdes em aberto no que se refere a interacao de 7oxoplasma gondii e suas células
hospedeiras. Persiste grande dificuldade em identificar processos e moléculas essenciais para o reconhecimento e
invasdo dos tipos celulares suscetiveis a infecgdo por 7’ gondii. Além disso, a reacdo individual de cada hospedeiro ao
curso da infecgdo, variagoes de viruléncia entre as cepas utilizadas nos experimentos e uma série de outras varidveis
requerem mais pesquisas antes que postulados definitivos possam ser enunciados. O que ha de inegavel é a grande
gama de estratégias que levam o protozodrio a sobreviver e se disseminar entre os hospedeiros com sucesso raramente
observado nas relagoes parasitarias.

REFERENCIAS

BLADER, . ]J. & SAEIJ, ]. P Communication between 7oxoplasma gondii and its host: impact on parasite growth, development,
immune evasion, and virulence. Apmis, 117: 458-476, 2000.

CALDAS, L. A.; SOUZA, W. & ATTIAS, M. Microscopic analysis of calcium ionophore activated egress of 7Toxoplasma gondii from the
host cell. Veterinary Parasitology. 167: 8-18, 2010.

80



A Interacdo de Toxoplasma gondii com a Célula Hospedeira

CARRUTHERS, V. B. & BOOTHROYD, J. C. Pulling together: an integrated model of Toxoplasma cell invasion. Current Opinion in
Microbiology, 10: 83-89, 2007.

CARRUTHERS, V. B. et al. Toxoplasma gondii uses sulfated proteoglycans for substrate and host cell attachment. /n/fection and
Immunity, 68: 4.005-4.011, 2000.

CESBRON-DELAUW, M. E. et al. Apicomplexa in mammalian cells: trafficking to the parasitophorous vacuole. 7rg/fic, 9: 657-664, 2008.
CHARRON, A. J. & SIBLEY, L. D. Molecular partitioning during host cell penetration by 7oxoplasma gondii. Traffic, 5: 855-867, 2004.
COPPENS, L. et al. Toxoplasma gondii sequesters lysosomes from mammalian hosts in the vacuolar space. Cell, 125: 261-274, 2006.

DAHER, W. & SOLDATI-FAVRE, D. Mechanisms controlling glideosome function in apicomplexans. Current Opinion in Microbiology,
12: 408-414, 2009.

DUBREMETZ, J. F Rhoptries are major players in Zoxoplasma gondii invasion and host cell interaction. Cellular Microbiology, 9:
841-848, 2007.

GRIMWOOD, J.; MINEO, J. R. & KASPER, L. H. Attachment of 7oxoplasma gondii to host cells is host cell cycle dependent. /nfection
and Immunity, 64: 4.099-4.104, 1996.

HAKANSSON, S.; CHARRON, A. J. & SIBLEY, L. D. 7axoplasma evacuoles: a two-step process of secretion and fusion forms the
parasitophorous vacuole. 7he Embo Journal, 20: 3.132-3.144, 2001.

LABRUYERE, E. et al. Differential membrane targeting of the secretory proteins GRA4 and GRA6 within the parasitophorous vacuole
formed by 7oxoplasma gondii. Molecular and Biochemical Parasitology. 20: 311-324, 1999.

LAMBERT, H. et a/. Induction of dendritic cell migration upon 7oxoplasma gondii infection potentiates parasite dissemination.
Cellular Microbiology, 8: 1.611-1.623, 2006.

MACLAREN, A.; ATTIAS, M. & SOUZA, W. Aspects of the early moments of interaction between tachyzoites of 7oxoplasma gondii
with neutrophils. Veterinary Parasitology, 10: 301-312, 2004.

MAGNO, R. C. et al. Intravacuolar network may act as a mechanical support for 7oxoplasma gondii inside the parasitophorous
vacuole. Microscopy Research and Technique, 67: 45-52, 2005.

MORDUE, D. G. et al. Invasion by Toxoplasma gondii establishes a moving junction that selectively excludes host cell plasma
membrane proteins on the basis of their membrane anchoring. 7he Journal of Experimental Medicine, 190: 1.783-1.792, 1999.

ORTEGA-BARRIA, E. & BOOTHROYD, J. C. A 7oxoplasma lectin-like activity specific for sulfated polysaccharides is involved in host
cell infection. 7he Journal of Biological Chemistry, 274: 1.267-1.276, 1999.

RAVINDRAN, S. & BOOTHROYD, J. C. Secretion of proteins into host cells by Apicomplexan parasites. 7rq/ffic, 9: 647-656, 2008.

ROBBEN, P M. et al. Recruitment of Gr1+ monocytes is essencial for control of acute toxoplasmosis. 7he Journal of Experimental
Medicine, 201: 1.761-1.769, 2005.

SINAIL, A. P & JOINER, K. A. The 7oxoplasma gondii protein ROP2 mediates host organelle association with the parasitophorous
vacuole membrane. 7%e Journal of Cell Biology, 9: 95-108, 2001.

SCHWAB, J. C.; BECKERS, C. ]J. M. & JOINER, K. A. The parasitophorous vacuole membrane surrounding intracellular 7oxoplasma
gondii functions as a molecular sieve. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 91:
509-513, 1994.

SUSS-TOBY, E.; ZIMMERBERG, ]. & WARD, G. E. 7oxoplasma invasion: the parasitophorous vacuole is formed from host cell plasma
membrane and pinches off via a fission pore. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
93: 8.413-8.418, 1996.

TONKIN, M. L. et a/. Host cell invasion by apicomplexan parasites: insights from the co-structure of AMA1 with a RON2 peptide.
Science, 333: 463, 2011.

81



.... 6 ....

Resposta Imune na Infeccao por Toxoplasma gondii:
desafios e oportunidades

Joseli Lannes-Vieira

INTERAGAQ DE ToxorLasma onon COM O SISTEMA IMUNE

Toxoplasma gondii infecta o homem de trés diferentes modos: pela ingestao de oocistos, pela ingestao de cistos
teciduais e por infeccdo congénita por taquizoitas. A doenga ocorre muito frequentemente na populagdo humana
sob a forma de infeccdo crénica assintomadtica. Como em outras relagdes parasita-hospedeiro, o resultado final da
infecgdo por 7 gondii depende da viruléncia da cepa do parasita e das caracteristicas genéticas, do status imune e da
imunocompeténcia temporal do hospedeiro.

Ao penetrarem em seus hospedeiros, as formas taquizoitas de 7 gondii proliferam em varios 6rgaos, induzindo
resposta imune, caracterizada por ativacao celular e producao de mediadores microbicidas, citocinas e anticorpos.
Contudo, o parasita sobrevive a acdo destes mecanismos efetores, mantendo a infeccdo cronica e, aparentemente,
silenciosa. Nos ultimos anos, foram revelados alguns mecanismos desenvolvidos por 7 gondii que resultam em
evasao da resposte imune, tais como: mecanismos diretos de interferéncia nos processos de sinalizacdo celular e de
estabelecimento de nicho intracelular; e mecanismos indiretos que resultam na alteragdo de expressao e secregao
de citocinas e da viabilidade das células imunes. Nesses estudos também se observou que a coexisténcia parasita-
hospedeiro depende de processos ativos do parasita e de populagdes celulares do hospedeiro, como enterdcitos,
neutrdfilos, células dendriticas (DCs), macréfagos, células natural killer (NK) e células T. Esses grupos celulares
levam a modulagao de processos imunes envolvendo: receptores do tipo Toll (TLRs); ativacdo de vias de sinalizagao;
produgéo de citocinas; e mecanismos microbicidas, como a geracao de intermedidrios reativos de nitrogénio (RNIs) e
intermedidrios reativos de oxigénio (ROIs). Dessa forma, ainda que a resposta imune nao seja completamente abolida,
a resposta efetora é diminuida e a infecgdo cronica se estabelece, com o parasita na forma de cistos de bradizoitas,
principalmente no tecido muscular e no sistema nervoso central (SNC).
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PASSOS INICIAIS NO ENTENDIMENTO DA RESPOSTA IMUNE NA INFECGAO POR Toxoptsma onon

Na década de 1940, Sabin e Feldman descreveram em pacientes com toxoplasmose a presenga de anticorpos anti-7.
gondii com a capacidade de ativar complemento e induzir a lise do parasita, sugerindo ser este um mecanismo efetor
importante no controle da infeccdo. No periodo de 1960 a 2000, a identificagdo de citocinas, dos subtipos de células T,
do mecanismo molecular de reconhecimento de antigenos e da participacdo de citocinas no processo de diferenciagdo
e ativagao de células imunes resultou em grandes avancos no entendimento da resposta imune celular adaptativa na
infeccdo por 7. gondii.

A infeccdo de hospedeiros imunocompetentes leva a potente resposta imune celular resultando no controle do
parasita, que pode ocorrer mediante a lise de células infectadas, principalmente por agao de linfécitos T CD8* citotdxicos
e, possivelmente, por células NK, ou pela ativacdo das células infectadas por citocinas, impedindo a multiplicagdo
do parasita. Em experimentos de deplecdo de células efetoras com anticorpos, de infeccdo de animais geneticamente
deficientes em uma determinada populacao celular ou de transferéncia de células, observou-se a participagao crucial
e sinergfstica das células T CD4* e CD8* no controle da infeccdo aguda e na geracdo da imunidade protetora na
infecgdo por 7. gondii. Além disso, em estudos de bloqueio da acao de citocinas com uso de anticorpos ou com animais
geneticamente deficientes, verificou-se que as citocinas pré-inflamatérias interleucina (IL)-12, interferon (IFN)-y e
fator de necrose tumoral (TNF)-o sdo protagonistas na resisténcia ao parasita. Durante a fase aguda da infecgdo,
ocorre uma cascata de eventos imunoldgicos, que poderiam ser assim resumidos: IL-12, produzida por neutréfilos,
macréfagos e DCs, estimula as células NK a produzir IFN-y. Este, com TNF-a., ativa macréfagos e outras populagoes
celulares que eliminam os parasitas mediante a combinagdo de uma série de mecanismos dependentes de ROIs e
RNIs. A morte do parasita com liberagao de seus antigenos leva a ativacdo dos processos de apresentagao antigénica,
resultando na ativagdo das células T CD4* e CD8*, com geracdo de imunidade protetora e memdria imunoldgica.

O IFN-y desempenha papel central na resposta imune em hospedeiros imunocompetentes que controlam a
infeccao por 7 gondii e desenvolvem imunidade protetora de longa duragdo. Em camundongos, a deplecao de IFN-y
resulta em suscetibilidade a infeccao aguda com a cepa avirulenta ME-49. A persisténcia silenciosa do parasita
também é dependente de IFN-y, pois a sua deplegdo na fase cronica leva a reativacdo da infeccdo, com aumento
do numero de cistos de bradizoitas e de taquizoitas livres, assim como de focos inflamatérios no SNC. Em estudos
em camundongos com imunodeficiéncia combinada grave (IDCG — ou SCID, sigla em inglés para severe combined
immunodeficiency), deficientes em células T e B, observou-se que as células NK sdo a principal fonte de IFN-y
na infec¢do aguda por 7 gondii, participando IL-12 e TNF-a de forma sinergistica na sua inducdo. Por outro
lado, TNF-a participa diretamente da resisténcia a infeccdo aguda por 7 gondii, que parece depender também de
macréfagos ativados, mediante a produgao de ROIs, especialmente da sintese de 6xido nitrico (NO) dependente da
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS).

Nas décadas de 1970 e 1980, o aumento da frequéncia de pacientes imunocomprometidos, tratados com as
drogas imunossupressoras recém-descobertas (nos casos de transplante, cancer ou autoimunidade) ou portadores
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids) com deplecao seletiva de células T CD4*, levou ao aumento da
reativagdo da toxoplasmose com desenvolvimento de quadros graves de encefalite toxopldsmica (TE). Por serem as
células T o principal componente do sistema imunocomprometido nessas situacdes terapéuticas ou de coinfecgdo,
essas células tornaram-se o foco central das pesquisas sobre a resposta imune na infeccao por 7’ gondii. Em estudos de
deplecao das populacoes celulares, observa-se que ambas as subpopulacoes de células T CD4* e CD8* sao importantes
na resisténcia a 7 gondii tanto na fase aguda quanto na crénica. A deplecdo conjunta de células T CD4* e CD8*,
mas nao das populacdes isoladas, durante a infecgdo cronica de animais C57BL/6 pela cepa ME-49, resultou em
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aumento da mortalidade associada ao aumento do nimero de cistos no SNC e na formacdo de TE, sugerindo a
participagao sinergistica de células T CD4* e CD8" na prevencao da reativagdo da TE. Quanto a contribuigao diferencial
das subpopulacées de células T na imunidade anti-7 gondii, de modo geral, os linfécitos T CD8* constituem as células
efetoras, enquanto os linfécitos T CD4* induzem ou regulam, pela secregdo de IFN-y e IL-2, a atividade dos linfécitos T
CD8*. Observou-se, em estudos em camundongos CD4", que a resposta de células T CD8* citotéxicas especificas para
antigenos de 7 gondii na fase aguda é independente das células T CD4*; contudo, estas sdo essenciais para a resposta
efetora e a geracdo de memoria de célula T CD8" na fase cronica da infecgdo. Os processos de ativagdo da resposta
celular que levam ao controle do parasita estao resumidos na Figura 1.

Figura 1 — Ativacao da imunidade celular efetora na infecgao por Toxoplasma gondii
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As células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas (DCs) e macréfagos, reconhecem o parasita e se tornam ativadas. Interleucina (IL)-12 produzida pelas
APCs ou neutrdfilos induz as células natural killer (NK) a produzir interferon (IFN)-y. As APCs também ativam células T CD4* naive, ao apresentar antigenos e secretar IL-12, que
se diferenciam em Th1. Estas produzem IL-2, que atua de forma autdcrina a parédcrina ativando as células T CD8+. As células T CD4+ e CD8* ativadas produzem IFN- y, IFN- y
ativa STATL, que leva a ativacdo de vérios mecanismos microbicidas (intermedirios reativos de oxigénio — ROls —, privagao de triptofano etc.) que limitam a replicagao de T. gondii.
As T CD8* (CTL) e, possivelmente, as células NK podem também contribuir para o controle da infecgao, induzindo a lise das células infectadas.

O papel das diferentes subpopulagoes de células T CD4* (como Th1, Th2, Th17 e T reguladoras) e CD8* (inflamatdrias-
produtoras de IFN-y e citotéxicas) durante a infecgdo pelo 7 gondii ainda nao foi totalmente esclarecido. Na infecgdo
experimental, as células CD4* do bago e linfonodos mostram um padrdo de expressao de citocinas do tipo Th1 altamente
polarizado, marcado pela produgao de IL-2 e IFN-y. De fato, IL-12 produzida pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs), assim como a producao inicial de IFN-y por células NK, € essencial para a diferenciagdo de células CD4* naive
para linfécitos do tipo Th1, durante a infecgao por 7 gondii. Contudo, a resposta imune parece ser compartimentalizada,
uma vez que, entre as células inflamatdrias isoladas do SNC durante a TE, as células T CD4* exibem fenétipos Th1 e Th2,
enquanto as células T CD8* exibem um fendtipo Tc1. Contudo, os mecanismos que resultam na compartimentalizagdo
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diferenciada de populagoes celulares em tecidos-alvo da infecgdo, assim como a consequente evolucdo da infecgdo no
hospedeiro, ndo estdo esclarecidos.

Ainda que a resposta imune celular seja critica no controle da infeccdo por 7 gondii, anticorpos podem potencializar
ou bloquear mecanismos imunoprotetores, ou mesmo mediar o dano tecidual, direta ou indiretamente, ativando
complemento ou resposta de citotoxicidade dependente de anticorpos. 7 gondiz, independentemente do hospedeiro, induz
altos niveis de imunoglobulinas totais (IgM, IgG, IgA e IgE) e de IgM e IgA especificos no soro de sete a dez dias apds a
infeccao. Em modelos experimentais, os niveis de IgA estao relacionados a presenca de IL-10 e fator transformante de
crescimento (TGF)-B. IgE, ausente no modelo murino durante a infeccao por 7 gondii, em outros hospedeiros € restrita a
fase aguda, sendo induzida por IL-4. No modelo murino, a produgao de IgM e IgA segue-se a produgao de anticorpos das
subclasses 1gG2a e 1gG2b, induzidas por IFN-y; e IgG1, induzida por IL-4 e IL-13. No homem, a relagdo entre subclasses
de IgG e citocinas indutoras ¢ mais complexa. IgG1 e IgG3 sao induzidas por IFN-y e aumentadas por IL-10 e TGF-p.
IgG2 tem seu switch induzido por IL-2, sendo aumentada por IL-6, enquanto 1gG4 € induzida por 1L-4 e IL-13. Com
relagdo a cinética de produgao de imunoglobulinas durante a infecgdo por 7 gondii, 1gG1 € a mais precoce, mas nao ha
consenso quanto a cinética das outras subclasses de IgG. Deve-se considerar que durante a infeccdo por 7 gondii em
humanos as classes e subclasses de imunoglobulinas apresentam padrao diferente do encontrado no modelo murino.
Uma vez que citocinas regulam o switch de classe-subclasse de imunoglobulinas, anticorpos podem ser biomarcadores
de eventos imunocelulares protetores ou patoldgicos que estejam ocorrendo em compartimentos do hospedeiro humano.
Tais eventos, por causa das limitagoes de acessibilidade, sdo dificeis de ser explorados.

Na infecgdo humana por 7 gondii, a presenca de classes e subclasses de anticorpos, assim como seus titulos,
sdo relevantes para o diagnéstico de fase aguda ou crdnica, assim como para indicagdo de reativacdo ou mesmo de
reinfec¢do. A persisténcia de IgM na fase cronica tem sido descrita em situacdo de reativa¢do, no caso da toxoplasmose
congénita, em situagoes pds-tratamento especifico, assim como associada a reativacao de cistos. Contudo, o significado
biolégico da persisténcia de IgM na fase cronica precisa ser esclarecido. Por outro lado, a presenca de IgE durante a
fase cronica pode indicar reativagdo, em virtude da polarizagdo para a resposta imune para um perfil Th2.

Aidentificacdo de antigenos reconhecidos pelos anticorpos na infecgdo por 7’ gondii em animais e humanos revela-
se interessante, seja para diagndstico, identificacdo de fase de infecgdo ou produgao de vacinas. Quanto aos antigenos
reconhecidos pelos anticorpos, SAG1/p30, restrito a taquizoitas, e SAG2/p22, ambos antigenos de superficie, sao
imunodominantes. Contudo, em pacientes a resposta humoral é muito heterogénea quanto ao padrao de antigenos
reconhecidos e as classes e subclasses de imunoglobulinas que os reconhecem, nao havendo até o momento um
padrédo de reconhecimento antigénico que identifique as fases da infeccdo. Isso é um desafio para o desenvolvimento
de ensaios de diagndstico.

Outro aspecto interessante refere-se a compartimentalizacdo de classes de imunoglobulinas em determinados
sitios e o significado de seu encontro em alguns fluidos. A sintese local de anticorpos pode ser detectada na mucosa
intestinal e em outros compartimentos, contudo anticorpos de algumas classes podem atravessar fronteiras biolégicas
como as barreiras hematoencefalica, hemato-ocular e placentaria. De modo interessante, em porcos infectados por
T’ gondii demonstrou-se que enquanto na periferia as DCs produzem IL-12 e estimulam a producdo de IFN-y ligado
a producédo de IgG, no trato intestinal as DCs produzem IL-10 e estimulam a secrecao de IgA. Esta IgA produzida
localmente atinge a circulagdo, sendo detectada antes da IgG. J4 em pacientes com uveite, IgA secretora especifica
para antigenos do 7 gondii foi encontrada na lagrima, ndo sendo detectada no soro, o que sugere a produgdo local
desta imunoglobulina. IgA secretora especifica para antigenos do parasita é encontrada no leite e nas secregoes
intestinais de camundongos infectados, sendo possivelmente produzida no local de secrecdo destes fluidos. Ainda
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que IgM, IgA e IgG sejam encontradas no fluido cerebroespinhal na TE associada a Aids, a existéncia de sintese local
dessas imunoglobinas nado estd esclarecida. Por outro lado, a sintese intraocular de IgA e IgG foi demonstrada, ainda
que estas classes de imunoglobulinas também atravessem a barreira hemato-ocular. Quanto a barreira placentdria, de
muito € conhecido que IgM, IgA e IgE ndo atravessam essa barreira, enquanto todas as subclasses de IgG a atravessam
de forma dependente de receptores da porgao Fc de imunoglobulinas (FcR)n.

Animais deficientes em células B, assim como os deficientes em células T, sdo mais suscetiveis a infeccao por 7
gondii e respondem de forma insatisfatéria a vacinacao. Por sua vez, animais deficientes em células T CD4" infectados
pela cepa altamente virulenta RH podem ter sua vida prolongada pela transferéncia de soro de animais imunizados.
Anticorpos especificos para o parasita exercem papel importante na lise de taquizoitas por ativagao da via cldssica do
complemento, sendo os parasitas resistentes ao complemento. Além disso, anticorpos podem bloquear a entrada dos
parasitas nas células hospedeiras. Anticorpos anti-SAG1/p30 sao eficientes no bloqueio da infecgéo sistémica e em
mucosa. Em alguns casos, o FcR pode ter efeito facilitador de transporte e mesmo efeito concentrador, que podem estar
relacionados a resisténcia e a patologia da infeccdo toxopldsmica.

A interagao da resposta imune celular e humoral fica evidenciada quando IFN-y potencializa a resposta citotdxica
que resulta na lise de taquizoitas dependente de anticorpos pelas células NK de forma dependente do Fc-y-RIIL
Também, IFN-y aumenta a fagocitose de parasitas por macréfagos de forma dependente de FcR, levando a destruigao
intracelular de taquizoitas. Além disso, células B participam da ativacao de células T, potencializando a resposta destas
ultimas na infeccdo por 7' gondii. Por outro lado, a presenga de isétipos de imunoglobulinas que fixam complemento
e estdo ligados a resposta Th1 tem sido associada a inflamagao nao benéfica com presenga de TNF-a e NO.

Ainda que muito se conheca sobre a resposta adaptativa desenvolvida por células T e B no controle do parasita
e na geragdo da meméria imune na infeccdo por 7 gondii, esses conhecimentos ainda ndo sdo suficientes para o
desenvolvimento de estratégias vacinais e imunoterapéuticas eficientes, e certamente muito resta a ser desvendado.

0 RECONHECIMENTO INICIAL DE Toxorasma conon PELO SISTEMA IMUNE

A resposta imune inata representa a primeira linha de interagdo entre um organismo invasor e o hospedeiro.
Com a descoberta de moléculas que reconhecem padrdes moleculares conservados em patdgenos (PAMPs), como 0s
receptores de manose CD14 e, sobretudo, os TLRs, os mecanismos iniciais da interacdo parasita-hospedeiro, com
participagdo de componentes celulares do sistema imune inato e sua contribui¢do para o controle do parasita e para o
estabelecimento da fase cronica da infeccdo, tornaram-se foco principal dos estudos nos dltimos dez anos da pesquisa
da interagdo sistema imune-7 gondii.

T’ gondii induz resposta imune inata potente com produgao de IL-12 por neutréfilos, macréfagos e DCs. A IL-12
desempenha papel critico na ativagao da resposta imune adaptativa e na produgao de IFN-y, por células NK e linfécitos
T CD4* e CD8". IFN-y, por sua vez, ativa a fungao microbicida em neutréfilos, DCs, macréfagos e outras células-alvo da
infecgdo por 7 gondii. Contudo, nesse processo a resposta inflamatéria que contribui para a lesdo tissular é também
ativada. A ligacao de PAMPs a TLRs e a sinalizagdo via o adaptador MyD88 (fator de diferenciacao mieloide) € uma
das principais vias de ativagdo da resposta imune inata e de indugdo de IL-12. Animais deficientes em MyD88 néo
produzem IL-12 e sucumbem a infec¢do aguda pela cepa avirulenta ME-49 de 7 gondii com marcante parasitismo,
semelhante ao observado em animais deficientes em IL-12. A identificagdo de um ligante de TLR que levasse a
produgdo de IL-12 néo foi facil, contudo contribuiu muito para o entendimento da relagdo 7 gondii-hospedeiro.
Por¢des moleculares de glicosilfosfatidilinositol (GPI) de 7" gondii se ligam a TLR2 e TLR4, resultando na ativagao de
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fator nuclear kB (NF-kB) e producdo de TNF-a.. Camundongos duplo-deficientes em TLR2 e TLR4, mas ndo somente em
TLR2, nao produzem TNF-a em resposta a GPI de 7 gondii, sugerindo que TLR2 e TLR4 cooperem no estabelecimento
da resposta imunoprotetora. De fato, na infeccdo por 7 gondii, TLR2 parece ser essencial para a produgao de NO
dependente de iNOS e para a regulagdo de sintese de TNF-a e da quimiocina CCL2/MCP-1, revelando o papel desse TLR
no controle direto do parasita e da migracdo celular, principalmente de neutréfilos e macréfagos. Do mesmo modo,
uma proteina de choque térmico (hsp70) de 7 gondii induz a maturagao de DCs via ativagdo de TLR4. Por outro lado,
animais deficientes em TLR4 apresentam reduzida ileite quando infectados por via oral, implicando TLR4 na formagao
da inflamagao no intestino delgado na infeccao por 7 gondii. A deficiéncia de TLRO também resulta em menor ileite
associada a reduzida resposta Th1 ao parasita no intestino delgado e na lamina prépria, sugerindo que a ativacao de
TLRO contribua para a formagdo de reacdo inflamatéria exacerbada. Contudo, nesses tltimos modelos a participagao
de microrganismos comensais na ativacdo de TLR4 e TLRO parece contribuir para o processo inflamatério como
um todo, possibilidade que precisa ser mais bem explorada. No entanto, nenhum dos TLRs testados (TLR1, TLR2,
TLR4, TLR3, TLR5, TLR6, TLR7 e TLR9) mostrou-se eficiente na inducdo de IL-12 durante a infeccao por 7. gondii.
A demonstracdo de que uma fracdo proteica do parasita induz a produgao de IL-12 em DCs, de modo dependente de
MyD88, levou a identificacdo de profilina, uma pequena proteina que se liga a actina e regula sua polimerizacao em
etapas cruciais da biologia do parasita, e de TLR11 como receptor da familia TLR capaz de induzir IL-12, TNF-a e
IL-6 em camundongos. A imunizagdo com antigeno soltvel de 7" gondii levou a ativagdo de células T CD4* especificas
para profilina de forma dependente de DCs CD8*, consideradas as principais fontes de IL-12 na infecgao por 7. gondii
no modelo murino. Entretanto, TLR11 estd ausente em humanos e a identificagdo do receptor de profilina — se
existe — em humanos € um desafio. Este se torna mais importante a medida que a ativagdo de TLR11 por 7 gondii se
mostrou critica na prevencdo da resposta imunopatogénica com inflamacédo e destruigao tissular, envolvendo IFN-y e
células NK, o que poderia tornar o receptor de profilina alvo para desenvolvimento de agonistas, como estratégia de
imunorregulacao na infeccao humana.

A ativacdo pela via TLR/MyD88 € critica para a produgao de IL-12 por neutréfilos e macréfagos, contudo para
as DCs existe uma via de indugdo de IL-12 independente da sinalizagdo TLR/MyD88 na infeccdo por 7. gondii. Na
infecgdo oral, a producdo de IL-12 por DCs da lamina prépria induz resposta imune que controla o crescimento de
formas taquizoitas. Aparentemente, participam desse processo moléculas de 7 gondii semelhantes as quimiocinas,
como a ciclofilina-18 (C-18) que se liga ao receptor de quimiocina CCR5, estimulando a produgéo de IL-12 por DCs. E
interessante notar que, apds o estimulo inicial, a producao sistémica de IL-12 pelas DCs é controlada pela modulagao
de CCR5 por lipoxina A4 (LXA4). LXA4 é um eicosanoide anti-inflamatério, metabdlito do dcido aracdénico gerado
de modo dependente da enzima 5-lipoxigenase (5-LO), que atua inibindo a fungdo de leucotrienos e de células NK,
a migragao leucocitdria, a producao de quimiocinas induzida por TNF-a., a translocacdo de NF-kB e a expressao de
receptores de quimiocionas e de moléculas de adesdo celular. Na infecgdo por 7 gondii, LXA4 inibe a migracdo das
DCs ativadas por antigenos do parasita e a produgao de IL-12, diminuindo a resposta inflamatdria na infec¢do aguda.
Animais deficientes em 5-LO sucumbem a infecgdo no inicio da fase crénica, com produgao excessiva de citocinas
pré-inflamatérias e infiltracdo celular no SNC, levando a meningite atipica. Desse modo, a inibicdo da resposta
pré-inflamatéria do tipo Th1 pode proporcionar o ambiente favordvel a sobrevivéncia do hospedeiro, assim como a
sobrevivéncia, propagagao e transmissao do patégeno. De fato, o parasita parece ter papel ativo na modulagao de CCR5,
uma vez que produz LXA4 via 15-LO quando em contato com dcido aracddnico exdgeno, podendo este constituir mais
um mecanismo de escape de 7 gondii, contribuindo para a cronificacdo da infecgdo em hospedeiro imunocompetente.
Em conjunto, esses dados apontam para a possibilidade de receptores, além dos TLRs do hospedeiro, relacionados
ao estabelecimento da resposta imune inata na infeccdo por 7’ gondii, participarem do processo de ativagao celular,
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compartimentalizacdo da resposta imune e estabelecimento da resposta adaptativa de longa duragdo. Assim, a
compreensao dos mecanismos de ativagao e de controle-supressao da resposta imune inata poderia contribuir para a
identificagao de alvos para a imunorregulacdo e a indugdo de resposta imunoprotetora contra este parasita.

REGULAGAO DA RESPOSTA IMUNE NA INFECGAQ POR ToxorLasma conpi

Em situagdes de infeccdo, a resposta imune inicialmente ativada resulta na expansdo de populagdes efetoras
produtoras de citocinas e anticorpos. Na resposta eficaz, o controle no invasor ¢ alcancado, adquire-se memdria
imunolégica e sao ativados mecanismos reguladores que levam a contracao das populagoes celulares expandidas. Nos
altimos anos, muito se pesquisou sobre os mecanismos que regulam a resposta imune inata e adaptativa envolvida
no controle de 7 gondii na fase aguda da infecgdo. IL-10, produzida por células T CD4*Th1*FoxP3" especificas para
antigenos de 7. gondii, tem sido associada a agdo anti-inflamatdria, controlando a resposta imune exacerbada,
marcada por alta producdo de IFN-y, IL-1 e TNF-a, que contribuem para o controle do parasita e também para a
patologia na infecgdo por 7 gondii. Animais deficientes em IL-10 sucumbem a infeccdo aguda, com niveis elevados
de IL-12 e IFN-y, com intensos processos inflamatdrios e necrose no figado e intestino delgado. Entretanto, se por um
lado IL-10 € um potente imunorregulador, controlando a inflamacdo exacerbada, por outro lado esta citocina inibe a
acgao das APCs, os mecanismos microbicidas induzidos por IFN-y e as fungoes efetoras de células T, como a produgdo
de citocinas e a citotoxicidade. Favorece, portanto, a persisténcia do parasita e a cronificagdo da infeccao.

A participacgdo de células T reguladoras (CD4*CD25+FoxP3*) naturais e adaptativas precisa ser mais estudada na
infecgdo por 7 gondii. A deplecdo de células CD25* no modelo de infeccdo aguda em C57BL/6 reduziu a populagdo
CD4*IFN-y* e a inflamacdo no figado, mas aumentou o parasitismo e a lesdo intestinal. Na fase cronica, a deplecdo
de células CD25* ndo resultou em TE ou parasitismo no SNC. Contudo, o protocolo empregado para deplecao parece
ter atuado em células efetoras e ndo reguladoras. Dados recentes indicam que o ambiente imune altamente polarizado
para Th1 durante a infeccao por 7 gondii contribui diretamente para a nao funcionalidade das células T reguladoras
FoxP3* naturais e adaptativas, podendo levar a imunopatogénese. Em quadros como a TE e a uveite toxopldsmica, o
papel das células T reguladoras no controle ou na indugdo da imunopatogénese ainda nao foi elucidado.

Dados recentes indicam que a sinalizagdo via TLRs resulta na ativacao da familia de proteinas supressoras de
sinalizagdo de citocinas (SOCS), que teriam importancia crucial na limitacdo da resposta inflamatéria, seja regulando
a sinalizacdo pardcrina de IFN-y, seja modulando a sensibilidade de macréfagos e DCs a IFN-y e GM-CSF (fator
estimulante de coldnias de granuldcitos e macréfagos), modulando assim a funcdo microbicida de macréfagos e a
diferenciacdo das DCs. Na infeccdo por 7 gondii, SCOS2 foi comprovado como um mediador intracelular crucial na
acao de lipoxinas e, consequentemente, na modulagao da producdo de citocinas pré-inflamatérias. Animais deficientes
em SOCS2 tém altos niveis de IL-12, IFN-y e TNF-a., e ainda que controlem o nimero de cistos no SNC, apresentam
alta frequéncia de células produtoras de TNF-a e de iNOS nesse tecido, apresentando alta mortalidade. A infeccao por
T’ gondii também induz SCOS1, inibindo a ativacdo de macréfagos dependente de IFN-y, permitindo que o parasita
evada a resposta imune inata, mas evitando o estabelecimento de inflamacao exacerbada.

N

Recentemente, IL-27, uma citocina produzida por APCs, demonstrou induzir células naive a proliferacao e
polarizacdo para Th1, sinalizando via STAT1 e induzindo a expressdo de Tbet e IL-12Rf. IL-27 deveria apresentar papel
pré-inflamatério, contudo animais deficientes em IL-12Rp infectados por 7 gondii apresentam controle do parasita e
lesdes significantes no figado e pulmdes, mas niveis de IL-10 semelhantes aos achados em animais imunocompetentes.
Assim, aparentemente em situagdes com altos niveis de IL-12, como na infeccdo por 7 gondii, IL-27 desempenha
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papel regulador e anti-inflamatério, assim como faz em processos inflamatérios mediados por células Thi, Th2 e
Th17. Esses dados indicam que muito ainda hd para ser explorado quanto a participacao de IL-27 como citocina
imunorreguladora na infeccao por 7. gondii. De modo geral, os mecanismos reguladores da resposta imune exacerbada
e relacionados a cronificagao da infecgdo estao sumarizados na Figura 2.

Figura 2 — Regulagao da resposta imune na infecgao por Toxoplasma gondii
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Na presenca de altos niveis de interleucina (IL)-12, produzida pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas (DCs) e macréfagos, ativadas pelo
parasita, as APCs produzem IL-27, que atua sobre as células T CD4+ Th1, que passam a produzir IL-10 (além de interferon gama — IFN- y). A IL-10 atua na célula alvo da infeccéo
diminuindo 0s mecanismos microbicidas, levando a formagao de cistos de bradizoitas. A agdo de IL-10 resulta também na diminuicdo dos processos inflamatdrios, permitindo
a cronificacdo da infeccdo. Ainda ndo esté clara a participacao de outras populacdes celulares como fonte de IL-10 e outras citocinas imunorreguladoras, como TGF- 3 e outra.
Também se questiona o papel de células T reguladoras (CD4+, CD25+, FoxP3+) no processo que culmina com a manutencao de cistos teciduais, diminuicao da inflamagao e
cronificagao da infecgao por I gondii.

Em conjunto, a ativagdo da resposta imune efetora e a regulagao desta resposta, evitando processos patolégicos,
na infeccdo por 7. gondii, precisam ser mais bem investigadas, contribuindo para o entendimento da imunopatogenia
da infec¢do e proporcionando o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e imunorreguladoras, sobretudo na
reativagdo da infecgdo em situagoes de imunossupressao.

RESPOSTA IMUNE EM MUCOSA NA INFECGAOQ POR ToxopLaswa conoi

A entrada de 7' gondii nos hospedeiros ocorre principalmente pelo trato gastrointestinal, a maior superficie
corpérea em contato com o ambiente externo, constituindo os enterdcitos uma barreira fisica para a entrada de
microrganismos. A mucosa gastrointestinal conta ainda com o tecido linfoide associado ao intestino (GALT), formado
por amidalas, placas de Peyer, foliculos linfoides da mucosa, células imunes da lamina prépria e linfécitos encontrados
entre os enterdcitos (IEL), que participam localmente do controle de patégenos que invadam a barreira fisica. Ainda
que adquirido por ingestao de oocistos ou cistos teciduais por via oral, 7 gondii nao é considerado um enteroparasita,
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pois rapidamente invade o epitélio intestinal e se dissemina por outros tecidos. Do processo de invasao participam
moléculas do parasita, seja de superficie (como SAG1/p30) ou de micronema (como MIC2 e MIC3), e moléculas do
hospedeiro, como a molécula de adesao intercelular (ICAM)-1.

A entrada de 7 gondii por via oral resulta em potente resposta imune inata na mucosa, deflagrada possivelmente
pela interacdo mediada por TLRs. Esta resposta imune é orquestrada por células de origem parenquimatosa, como as
células epiteliais intestinais, e por células do sistema hematopoiético, como macréfagos, DCs e linfdcitos, que, junto com
neutréfilos e eosindfilos, participam do controle do parasita. Os enterdcitos, quando ativados, atuam diretamente no
controle de 7’ gondii pela producdo de NO, além de secretarem citocinas e quimiocinas que participam da quimiotaxia de
populagoes de células imunes como neutréfilos, macréfagos, DCs e linfocitos. Neutrofilos estdo entre as primeiras células
a entrarem em um sitio de infeccdo por 7 gondii, de modo dependente da expressao de CXCR1 e CXCR2 (receptores de
CXCL8/IL-8) em humanos e de CXCR2 (receptor de CXCL1/KC CXCL2/MIP-2) em camundongos. Os neutréfilos exercem
sua funcdo microbicida de forma direta e também de modo independente da producao de ROIs. Além de contribuir para
o controle do parasita, os neutréfilos exercem papel imunorregulador, evitando a resposta imune Th1 e Th2 exacerbada.
Quando estimulados por moléculas de 7 gondii, neutréfilos humanos e murinos produzem IL-12, TNF-o € uma série
de quimiocinas, como CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1f, CCLS/RANTES e CCL20/MIP-3a.. Desta forma, neutréfilos podem
participar do recrutamento e ativacdo de outras populagoes celulares, como macréfagos e DCs, para sitios de infecgdo
por 7. gondii e desempenhar papel central na conexao da resposta imune inata e adaptativa no trato gastrointestinal.

Os macréfagos exercem fungdo microbicida de forma inata, sendo ativados por IFN-y, cuja fonte podem ser as
células NK ou linfécitos CD4* Th1 e CD8* Tcl ativados, resultando na producdo de TNF-a e de ROIs, como NO,
potente microbicida para 7 gondii, e atuando de forma dependente de membros da familia das p47GTPases. No trato
gastrointestinal, IFN-y também induz atividade microbiostética independente de NO, como a privagdo de triptofano e
ferro, deletéria a replicacdo de 7 gondii em macréfagos e enterdcitos.

Ainteracdo CD40/CD154 (CD40L), envolvida na ativacao de macréfagos, na producdo de IL-12 e subsequentemente
na ativagdo de linfécitos e na produgdo de IFN-y, mostrou-se importante para o estabelecimento da resposta
inflamatéria de mucosa intestinal que leva ao controle da infeccdo oral de camundongos por 7 gondii. A interagao
CD40/CD154 também se mostrou importante na ativacao da resposta microbicida de macréfagos, mesmo na auséncia
de IFN-y e na produgao de ROIs, mas na dependéncia de TNF-o.. Contudo, 7 gondii subverte o sistema microbicida de
macréfagos de forma sofisticada, como pela ativacao de STAT3, que suprime a producao de citocinas pré-inflamatdrias
(IL-12 e TNF-a) e participa de fun¢dées imunorreguladoras. Dados mais recentes indicam que durante a invasao de
células do hospedeiro, moléculas soltuveis de réptrias, como ROP16, sao liberadas no citoplasma, alcangando o nicleo
e eventualmente interferindo nas vias de sinalizacdo como STAT3/6, moléculas-chave no estabelecimento da resposta
imune. Aparentemente, parasitas em apoptose também contribuem para a manutencdo da infeccdo em macréfagos, de
modo ainda nao definido, de forma que macréfagos podem funcionar como cavalos de troia, disseminando a infeccao.
Por outro lado, a0 manterem parasitas vivos em seu citoplasma por longo tempo, os macréfagos podem contribuir
para a apresentacao de antigenos e, assim, para a geracao e manutencao da memdria imunoldgica.

Enterécitos podem atuar como APCs, uma vez que apds infeccao por 7 gondii expressam CD40, CD1d e moléculas
de classe 1I do complexo principal de histocompatibilidade (MHC-II). Contudo, aos enterécitos faltam as moléculas
coestimuladoras CD80 e CD86, sendo eles APCs menos potentes que as DCs. No trato intestinal, as DCs imaturas se
localizam nas placas de Peyer e na lamina prépria. Apés a infecgao oral por 7 gondii, a maioria das DCs da lamina
prépria apresenta fenétipo ativado, com alta densidade de expressao de CD40, MHC-11, CD80 e CD86. Porém, nao esta
claro como as DCs adquirem antigenos de 7 gondii: se diretamente no limen do intestino; se capturam antigenos
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que passam através das células epiteliais; se via digestdo de enterdcitos infectados apoptéticos; ou se ao serem
diretamente infectadas. 7 gondii pode ativar e eficientemente parasitar DCs humanas e de camundongos que passam
a participar do processo de disseminacao da infeccao, como fazem outras células, atuando como cavalos de troia. De
fato, apds a infecgdo oral de camundongos com oocistos, DCs CD11c* sdo encontradas parasitadas na lamina prépria
do intestino, nas placas de Peyer e nos linfonodos mesentéricos, enquanto no sangue os parasitas sao encontrados
em mondcitos CD11c e CD11b*.

Outras populagdes celulares, como as células NK, NKT (natural killer T cells) e linfécitos, sejam migrantes de
6rgaos linféides periféricos (células T CD4* e CD8"), sejam IELs, atuam no controle da infeccao por 7. gondii no trato
gastrointestinal, principalmente via producao de IFN-y. Contudo, estas populacoes celulares também desempenham
papel na formacdo da ileite. Os IELs, a maioria CD8* com repertdrio restrito de receptor de antigenos (7 cell receptor,
TCR), migram de forma dependente da interagdo CCR5 e CCL3/MIP-1a e se localizam préximo aos enterdcitos infectados,
onde atuam como células citotdxicas, levando enterdcitos infectados a morte. Por outro lado, os IELs, via secrecdo de
TGF-B, regulam a fungdo de células CD4* Th1 e diminuem a inflamagao.

Por ultimo, a microflora intestinal também pode contribuir para o curso da infeccdo por 7 gondii, ativando
moléculas como TLRs ou levando estes a tolerancia ou estado de ndo resposta. Por outro lado, a infeccdo por 7 gondii
pode alterar a composicdo da microflora intestinal e até bloquear a resposta de TLRs a estimulos produzidos por
bactérias da microflora, como lipopolissacarideo (LPS). Desta forma, um novo cendrio de ativacdo e regulacao da
resposta imune da mucosa, e possiveis consequéncias na resposta imune sistémica, comega a ser descortinado, tendo
como modelo de estudo a infeccdo por 7 gondii.

RESPOSTA IMUNE NO SNC NA INFECGAO TOXOPLASMICA

Atoxoplasmose ganhou maior visibilidade médica em virtude do elevado niimero de pacientes imunocomprometidos
com Aids que frequentemente desenvolviam TE antes do desenvolvimento do coquetel anti-HIV, que contribui para
o controle do virus e melhora do status imunolégico dos pacientes. A TE é ainda preocupante em casos de pacientes
portadores de virus resistentes ao coquetel antirretroviral e de pacientes imunocomprometidos por quimioterapicos. O
desenvolvimento da TE também parece ser determinado pelo tipo de cepa de 7 gondii. Em animais imunossuprimidos
por tratamento com anti-IFN-y, as cepas do tipo 1l induzem TE, mas ndo as cepas do tipo IIl. J4 em humanos, as
cepas do tipo II sdo preferencialmente isoladas de pacientes com Aids, imunossuprimidos com TE nao associada
a Aids e com a forma congénita. A TE ¢ caracterizada pela presenca de multiplos abscessos cerebrais, contendo
material necrético, cercados por numerosos parasitas livres no parénquima, células parasitadas e escassa quantidade
de células inflamatérias mononucleares. Em camundongos imunocompetentes infectados por 7 gondii suscetiveis a
TE, os infiltrados inflamatdrios presentes no SNC sao formados por macréfagos e células T e B. De modo interessante,
a ativagdo microglial € maior em animais imunocompetentes do que em camundongos SCID, deficientes em linfécitos
T e B, que apresentam TE semelhante a observada em alguns pacientes com Aids.

Durante muitos anos considerou-se o SNC um sitio imunoprivilegiado, com pouco acesso de células imunes
pela presenca da barreira hematoencefalica, o que explicaria a persisténcia silenciosa de parasitas, como 7 gondii,
neste sitio. Contudo, nos ultimos anos constatou-se que o SNC € um sitio imunoespecializado, com resposta imune
compartimentalizada, da qual participam células do ambiente nervoso, como astrécitos, micrdglias, oligodendrdcitos
e até mesmo neurdnios. Na infeccdo aguda por 7 gondii, leucécitos CD11b* funcionam como cavalos de troia
carreando formas taquizoitas para o SNC, que apds proliferagdo formam cistos de bradizoitas persistentes na fase
crénica. Uma variedade de células do SNC pode ser infectada por 7 gondii, como astrécitos, micréglias e neurénios
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no cérebro e células de Purkinjen no cerebelo. Também no SNC, IFN-y € crucial no controle de 7’ gondii na fase aguda,
assim como para a manutencao da laténcia dos cistos de bradizoitas e prevencdo da reativagdo na infecgdo cronica.
Além de ter como fonte as células NK e células T (CD4* e CD8") presentes nos infiltrados inflamatérios no SNC, as
micréglias e macréfagos imigrantes da periferia também séo fontes de IFN-y na infecgdo por 7 gondii. Se por um lado
micréglias, astrécitos e neurdnios produzem citocinas, quimiocinas e fatores microbicidas que contribuem para o
controle do parasita, por outro suprimem a resposta inflamatéria, o que contribuiria para a persisténcia de 7 gondii e
o estabelecimento da infeccao crénica.

Células CD4* e CD8*, recrutadas no cérebro durante a infeccdo em camundongos, produzem IL-2, IL-10, TNF-a
e IFN-y, sendo IL-4 produzida somente por células CD4*. Parece, portanto, que as células T CD4* exibem fendtipos
Th1 e Th2, enquanto as células T CD8* exibem fendtipo Tc1. Ambas as subpopulagdes de células T (CD4* e CD8™) sao
essenciais a imunidade no SNC na infeccao cronica, pois em camundongos a deplecao simultanea destas, mas nao das
subpopulagdes isoladas, levou a TE.

Quanto ao papel de citocinas, IL-1B expressa por células CD8* e células do parénquima cerebral, além de atuar
sinergicamente com IFN-y no controle do 7 gondii, exerce atividades fisiolégicas, como a indugdo da produgao de
substancias neurotréficas, importantes para o crescimento e desenvolvimento de neuritos, contribuindo para o
remodelamento e plasticidade no SNC. Observa-se também que algumas citocinas produzidas nesse tecido ndo estéo
somente associadas a reagdes imunoldgicas em situacao de injaria. IL-6 produzida por macréfagos pode reverter a agéo
de IFN-y e IL-1, que induz controle do parasita em astrécitos e micrdglias, e contribuir para a reativagao da infecgdo e
para a TE na Aids. Ao contrario, sugere-se que TNF-a desempenhe papel importante na prevencao da progressao da TE.
Nesse contexto, em camundongos suscetiveis a TE o tratamento com anticorpos neutralizantes anti-TNF-o. aumenta a
gravidade da encefalite. Varios estudos in vitro apontam que IFN-y € a principal citocina indutora de TNF-a em células
da linhagem macrofégica, e ambas apresentam efeito sinérgico na ativacao de células gliais in vitro e na atividade
microbicida de macréfagos e da micréglia. Por outro lado, a neutralizacdo de IL-10 durante a TE cronica leva ao
aumento na eliminagdo dos parasitas no cérebro. De forma similar, de estudos com camundongos IL-4" deduz-se que
esta citocina também seja importante no controle da resposta imune celular durante a infeccao por 7. gondii, embora
a auséncia de IL-4 tenha sido benéfica em outro modelo experimental, pois resultou em maior controle do parasita,
sugerindo que o contexto geral da inflamacao seja determinante para o destino final desta e do controle da infecgdo.

Um dos resultados da ativacao de micrdglias por IFN-y é a producdo de NO, dependente de iNOS, e controle de
T gondii. Astrécitos humanos, mas nao de camundongos, ativados por IFN-y e IL-1p também controlam o parasita
mediante a producdo de NO. Embora seja atribuido ao NO um marcante efeito neurotéxico, na infecgdo por 7 gondii a
morte neuronal ndo € uma caracteristica notavel, diferindo de outras patologias inflamatdrias do SNC. Em estudos in
vitro de cocultivo de micréglias e neurdnios, observou-se que a prostaglandina E2 produzida por astrécitos infectados
por 7 gondii induz a producgdo de IL-10, de forma dependente de adenosina 3',5’-monofosfato ciclico (AMPc), por
micréglias previamente ativadas por IFN-y. Esta IL-10 atua de forma autécrina, diminuindo a producdo de NO, o que
favorece o crescimento de neuritos. Desse processo também participa TGF-B, produzido por micréglias infectadas por
T gondii, que inibe a sintese de iNOS e, consequentemente, a producdo de NO, atuando de forma autdcrina e somente
nas micréglias infectadas. Assim, por um lado, tanto IL-10 quanto TGF-f produzidos por micréglias ativadas por IFN-y
ou infectadas contribuem para diminuir o potencial neurotéxico de produtos dessas células, como NO; por outro lado,
contribuem para a manutencao ‘silenciosa’ do parasita no SNC.

Desde a descrigdo inicial por Minto e Robert na década de 1950, desordens neuroldgicas e complicagdes psiquidtricas,
como desorientacdo, psicoses com caracteristicas esquizofrénicas, ansiedade e depressdo, tém sido associadas a
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infeccdo por 7 gondii. Mais recentemente, esquizofrenia e epilepsia foram diretamente associadas a essa infecgdo.
Alteragdes de comportamento em hospedeiros intermedidrios, como ratos e camundongos, levaram a ‘hipétese da
manipulacao’, segundo a qual 7 gondii induziria alteracées de comportamento no hospedeiro intermedidrio, que
ficaria mais vulnerdvel a predagdo, contribuindo para a manutencdo de ciclo tdo complexo, com necessidade de
passagem do parasita por hospedeiros definitivos, os felinos. As altera¢des de comportamento, como maior atividade
motora ou alteracao da capacidade sensorial, podem ser resultados diretos da liberacao de produtos do parasita, que
atuariam, por exemplo, no sistema limbico. Nesse sentido, algumas areas do SNC sdo preferencialmente parasitadas
por 7 gondii. Contudo, a presenca fisica do parasita ndo parece ser suficiente, sendo necessdria a presenca de
neurotransmissores para indugdo-manutencdo das alteragcoes comportamentais. Durante a infeccdo por 7 gondii
a expressao de neurotransmissores, como norepinefrina e dopamina, fica alterada, o que poderia contribuir para
as alteragcoes comportamentais. Dopamina é uma molécula-chave na interacdo entre os sistemas nervoso e imune,
atuando de forma autdcrina e paracrina e modulando atividades imunes como a ativagao de células T. Por outro lado,
células inflamatdrias, como células T e macréfagos, ao entrarem no SNC e gerarem lesdes como a meningite causada
por 7 gondii, podem contribuir para a alteragdo de comportamento do hospedeiro, atuando como fontes de citocinas
inflamatdrias, lesionando as células nervosas em areas importantes do SNC ou produzindo neurotransmissores. Uma
vez mais, 7 gondii mostra-se um excelente modelo para a compreensdo das interacoes neuroimunes envolvidas na
fisiologia e em quadros patoldgicos do SNC, com comprometimento neuroldgico, motor ou comportamental.

TOXOPLASMOSE OCULAR: MUITO A DESVENDAR

A toxoplasmose ocular (TO) ou retinocoroidite toxopldsmica, caracterizada por intensa inflamacao, é reconhecida
como uma das principais complica¢oes associadas a infeccdo por 7. gondii congénita ou adquirida apés o nascimento,
podendo levar a cegueira. Por muito tempo, os olhos foram considerados um sitio imunoprivilegiado devido a existéncia
da barreira hemato-ocular, a falta de sistema de drenagem linfdtica e a auséncia de APCs profissionais. Contudo,
evidéncias recentes mostram ser este um sitio imunoespecializado no qual ocorre apresentagao de antigeno, produgao
de citocinas e de anticorpos, mas que possui um sistema de imunorregulagdo bem estabelecido. A infeccao peroral
de fémeas de camundongos que resulta na forma congénita ou a infeccdo subcutanea de neonatos de camundongos
com cepas avirulentas de 7 gondii reproduzem diversos aspectos da infeccdo humana, incluindo a TO. Esta é formada
principalmente por linfécitos T CD4*, ainda que células T CD8 e linfécitos B também componham a inflamagéo.
Na retina de animais infectados, estes intensos infiltrados inflamatérios estdo associados a altos niveis de IFN-y e
IL-6 e baixos niveis de IL-10 no humor aquoso. Por outro lado, animais ndo infectados apresentam baixos niveis de
IFN-y e IL-6 e altos niveis de IL-10, sugerindo que o desequilibrio no perfil de citocinas contribui para a formacao da
inflamacdo e para a lesdo na retina dos animais infectados por 7’ gondii. Altos niveis das citocinas pré-inflamatérias
IL-12, TNF-a e IFN-y foram implicados na patologia ocular em humanos e no modelo murino. Por outro lado, GM-CSFE,
secretado por células epiteliais humanas de retina infectadas por 7. gondii, foi implicado na imunorregulagdo da TO,
mostrando que o microambiente do tecido pode atuar diretamente no processo, independente das células imunes que
infiltram esse tecido.

Estudos recentes indicam que a gravidade da TO experimental esta relacionada a intensidade de inflamacao e
identificam a presenca de IL-17 no ambiente ocular como marcador de gravidade. Aparentemente, IL-23 produzida
por DCs induz a proliferagao de células produtoras de IL-17 (Th17) e IL-27. Na infeccao por 7~ gondii, células Th17
(também induzidas por IL-1, IL-6 e TGF-B) parecem ter papel central na formacao da inflamacao ocular e geracédo da
TO. Ainda que aparentemente contraditério, trabalho recente mostra que IFN-y tem papel protetor na TO controlando
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o parasita e modulando a ativagao de células Th17, enquanto IL-27 modula a fungao de células Th17 e Thi e atua
como imunorregulador na infeccdo por 7 gondii. Em sintese, na infeccdo por 7 gondii citocinas produzidas por
células Th1 e Th17 estariam relacionadas a patogenia da TO, enquanto IL-10, TGF-B e IL-27 sdo citocinas-chave
na imunorregulacdo da inflamacao e na manutengdo homeostatica de sitios como o SNC e o ambiente ocular. Pelo
que se pode observar, células T reguladoras (CD4*, CD25%, FoxP3*) também controlam a inflamagdo no sitio ocular,
protegendo contra os efeitos colaterais da inflamacdo induzida pela presenca do parasita. Contudo, a participacao de
células T reguladoras na TO precisa ser mais bem explorada.

Os quadros epidemioldgicos de prevaléncia da TO sugerem a associacao de viruléncia das cepas circulantes na
regido estudada e da genética do hospedeiro como influentes diretos do quadro final da TO. Em estudo recente de
polimorfismos génicos de base tnica (SNPs) das moléculas TLR2, TLR4, TLR5 e TLRO em familias brasileiras em
regido de alta frequéncia de TO, observou-se associagdo entre a presenga do alelo C da regido rs352140 do TLR9 e a
retinocoroidite toxopldsmica, sugerindo que a ativagdo deste TLR durante a infeccdo por 7 gondii resulte em resposta
inflamatéria, levando a formas patolégicas graves como a TO. Contudo, estudos in vitro sugerem que o parasita nao
ative diretamente TLRO, revelando que muito ainda ha por compreender na fisiopatogenia da TO.

VACINAS PARA TOXOPLASMOSE: REALIDADE PROXIMA?

A maioria dos individuos infectados por 7 gondii desenvolve imunidade que resulta em equilibrio parasita-
hospedeiro e protecdo (pelo menos parcial) contra a reinfeccdo. Assim, o desenvolvimento de vacina para uso
veterindrio ou humano como estratégia para controlar a multiplicagao do parasita e prevenir a doenca € uma questao
teoricamente plausivel. Uma vacina veterindria teria como objetivos a prevencao da toxoplasmose congénita, a redugdo
de cistos em carne para consumo humano e a diminuicao da eliminacdo de oocistos por gatos. As estratégias iniciais
para o desenvolvimento de vacinas veterindrias utilizaram taquizoitas vivos (cepas de baixa viruléncia, mutantes da
cepa virulenta RH quimicamente induzidos, taquizoitas irradiados) e imunizacao com os antigenos de 7’ gondii, na
forma nativa purificada ou recombinante, em combinacdo com adjuvantes. Embora esses tipos de vacina reduzam
o nimero de cistos em modelos experimentais, nao impedem que as formas encistadas continuem seu ciclo de vida.
Até 0 momento somente a vacina utilizando a cepa S48 atenuada, que previne o aborto em ovinos, mas ndo induz
imunidade duradoura, foi licenciada para uso veterindrio. Contudo, esta vacina tem alto custo e baixa durabilidade
em estoque. Por usar patégeno vivo, podendo ter sua viruléncia restaurada, esta vacina ndo é vidvel para uso em
humanos. Considerando populagdes-alvo para o uso de vacina imunoprofildtica ou imunoterapéutica anti-7 gondii,
como as mulheres em idade fértil e pacientes imunocomprometidos, as estratégias mais indicadas seriam a utilizagao
de antigenos na forma nativa ou recombinante. Entretanto, esses antigenos apresentam como principal desvantagem
a inducao de resposta imune de curta duragao, e requerem o uso de adjuvantes. Neste sentido, a compreensao dos
mecanismos moleculares de reconhecimento inato e adaptativo do 7’ gondii pode contribuir para a escolha racional de
adjuvantes a serem usados em uma preparagao vacinal dirigida a este parasita.

O aumento dos rebanhos de suinos, ovinos e caprinos, assim como o desenvolvimento da avicultura, torna a
producédo de uma vacina veterindria atraente economicamente e como fonte de controle da infeccao humana por carnes
contaminadas. O conjunto de resultados presentes na literatura indica que a resposta imune celular, com produgédo
de IFN-y e a ativagdo de células T CD4* e CD8*, é crucial para o controle da infeccdo primdria, para a sobrevivéncia
a fase aguda da infeccdo e para a geracdo da resposta imunoprotetora. Além disso, a resposta imune humoral, com
a produgdo dos anticorpos especificos, é mais relevante na defesa do hospedeiro aos desafios secunddrios. Assim, a
principio o ideal para a eficdcia de uma vacina anti-7 gondii seria a ativagdo desses mecanismos efetores de forma
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ampla e duradoura. Dessa forma, alguns requisitos devem ser preenchidos para o desenvolvimento de uma vacina
contra 7 gondit, tais como: a sele¢ao de antigenos que sejam reconhecidamente indutores de imunidade dependente
de células T e geradores de memoria imunoldgica e que estejam, preferencialmente, presentes em formas taquizoitas
e bradizoitas; e a adicao de adjuvantes, racionalmente planejados, com base no conhecimento dos mecanismos
de imunoprotecdo e imunopatogenia. SAG1/p30 (34kDa), proteina de superficie de taquizoitas, é possivelmente o
antigeno mais imunogénico de 7’ gondii ja descrito. Este antigeno induz resposta humoral (com anticorpos IgM, IgA e
IgG) e celular, com perfil Th1 em animais infectados, e estimula a produgdo de IFN-y e a atividade citotéxica mediada
por células T CD8* em culturas de linfécitos humanos. SAG1/p30 jé foi explorado como preparagdo vacinal na forma
de proteina nativa, recombinante inteira ou em fragmentos, incorporada a lipossoma, com alimen ou saponina
Quil A, com IL-12 e outros adjuvantes, administrados por via subcutanea ou intranasal, mantendo a propriedade
imunogénica e estimulando resposta imunoprotetora em camundongos. SAG1/p30 foi também clonado em adenovirus
e usado sozinho ou associado a SAG2 e SAG3, mostrando-se imunogénico, mas com baixo potencial protetor. As
proteinas nativas de granulos GRA2, GRA4, GRA5, GRA6 ¢ GRA7 também induziram resposta imune de tipo Thi e
protecao significante em camundongos. Antigenos recombinantes como GRA1 expressa em BCG e a GRA4 expressa em
Escherichia coli induziram protecao parcial em camundongos ao desafio com cepa cistogénica. Por outro lado, GRA1
usada em BCG como vetor e 85A como antigeno promotor nado foi eficiente para induzir resposta imunoprotetora.
No caso de GRA4, a expressdo de uma proteina de fusdo GRA4-glutationa-S-tranferase (GST-GRA4), administrada
com toxina colérica, induziu resposta imune de tipo Th2, com niveis elevados de IgG1 e IgG2b em comparagdo aos
de IgG2a, além de IgA em secrecdo intestinal, e reduziu o nimero de cistos teciduais. Nos ltimos anos, estratégias
utilizando proteinas purificadas e recombinantes mostraram que antigenos de superficie, como SAG1/p30, Gp28, p23,
p63 e p22, a proteina de réptria ROP2/p54 (presente em trés estagios do ciclo do parasita), os antigenos de granulos
GRA1, GRA4 ou GRA7, assim como os de micronemas MIC-1 e MIC4, quando clonados inteiros ou como fragmentos,
sdo imunogénicos e apresentam potencial para compor uma vacina. Nestes casos, o uso de adjuvantes e/ou a via de
administragdo da preparacdo vacinal foram determinantes para o grau de protecdo alcangado.

As vacinas génicas ou vacinas de DNA mimetizam a infeccdo natural, ativando linfécitos T CD4* e CD8* assim
como a producdo de anticorpos, e contém motivos CpGs repetitivos que funcionam como imunoestimuladores ou
adjuvantes. A maioria das vacinas de DNA contendo genes de 7' gondii induziu resposta imune especifica e foi
protetora, com diminuicdo no nimero de cistos, aumento na taxa de sobrevivéncia ou retardo na mortalidade,
dependendo do modelo de desafio ou o endpoint considerado. Algumas dessas preparacdes foram utilizadas com
adjuvantes, como GM-CSF e IL-12, que potencializaram sua acdo. As estratégias mais promissoras neste campo
surgiram com a utilizagdo de preparagoes vacinais de DNA em combinacao (coquetel). As pioneiras, contendo uma
biblioteca gendmica de 7. gondii e o coquetel SAG-1/p30+ROP2/p54, foram imunogénicas e induziram protecao de
longa duracdo no modelo murino ao desafio com a cepa RH, aumentando a sobrevida dos animais. Outras preparagoes
em coquetel, como SAG-1/p30+GRA4, SAG-1/p30+GRA4 e GRA1+GRA7+ROP2/p54, reduziram o ntimero de cistos
no SNC e/ou aumentaram a sobrevida no modelo murino. Até o momento, preparagdes de construgoes de DNA de
genes codificadores de proteinas de superficie, réptrias, micronemas e granulos, assim como proteinas de choque
térmico, mostraram ter potencial vacinal, sozinhas ou em coquetel, com ou sem adjuvantes. Por outro lado, diversos
outros microrganismos atenuados, como vacinia, adenovirus, BCG e Salmonella typhimurium, tém sido testados
como vetores para vacinas contra 7. gondii, sozinhos ou em esquemas de prime-boost heterélogo com vacina de DNA,
apresentando potenciais imunogénicos e imunoprotetores variados. Contudo, poucas sao as preparacoes vacinais
testadas nos alvos de uma vacina comercial, como ovelhas, porcos e gatos. Destas, raras diminuiram o nimero de
cistos teciduais em porcos (como o coquetel de vacina de DNA GRA1 + GRA7 + GM-CSF) ou reduziram a liberagao
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de oocistos por gatos (como a cepa mutante T-263 ou o extrato de réptrias + adjuvante Quil A), refor¢ando a
importancia da vacina como estratégia para diminuir a contaminagao da carne usada na alimentagdo humana e a
contaminacao ambiental.

Diversos antigenos de 7 gondii ja foram identificados por possuir capacidade imunogénica, induzir imunidade
protetora, constituindo provaveis candidatos a compor preparagdes vacinais para uso em animais ou mesmo em
humanos. Contudo, ainda permanecem como desafios (i) a selecao de antigenos, que de preferéncia sejam expressos em
diferentes estagios do ciclo de vida e conservados em diferentes cepas; e (ii) a apresentacdo destes de maneira apropriada
a induzir resposta imunoprotetora de longa duragdo e em populagdes de hospedeiros geneticamente diferentes.

ASPECTOS NAQ BENEFICOS DA RESPOSTA IMUNE NA TOXOPLASMOSE: DESAFIOS ALEM DA INFLAMAGAO

T’ gondii € um dos raros parasitas que atravessam a placenta. Quando a infeccao € adquirida durante a gestagao,
pode resultar em abortos e mds-formagoes, cuja gravidade depende do estdgio gestacional. Em estudos recentes com
camundongos, considerando as diferencas quanto a ontogénese e ao sistema imune humano, observou-se que IFN-y
participa de forma dualistica na infeccdo primdria durante a gestagdo. Ao passo que apresenta um papel benéfico no
controle da infeccdo, IFN-y também contribuiria para o aumento da transmissao placentdria, aumentando a expressao
de ICAM-1 nas células trofoblasticas e favorecendo a interacdo com mondcitos infectados. Além disso, IFN-y atuaria
diretamente no feto, causando-lhe injurias. Ainda que mais estudos sejam necessarios, esse dado é crucial e leva ao
questionamento do desenho de vacinas proposto atualmente, tendo a producao de IFN-y como alvo e marcador da
resposta imunoprotetora.

CONCLUSAO

Ainfecgdo por 7’ gondii constitui um excelente modelo de estudo para a compreensao dos desafios do entendimento
do cross-talk dos sistemas nervoso e imune. Além disso, a integragdo dos estudos da resposta imune em pacientes
e modelos experimentais pode contribuir para o entendimento dos mecanismos pelos quais um patégeno se torna
um parasita eficiente, convivendo em equilibrio com seu hospedeiro, e para o desenvolvimento de estratégias que
favorecam este equilibrio, como as vacinas.
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pesquisa de agentes quimioterdpicos para o tratamento da toxoplasmose teve inicio com a descoberta de

Toxoplasma gondii como causa de infec¢des humanas em 1939. O tratamento com a combinacado de sulfadiazina
(inibidor da di-hidropteroato sintetase) e pirimetamina (di-hidrofolato redutase) foi introduzido ha cerca sessenta
anos, e esta combinagdo ainda € utilizada como a primeira escolha para tratar a toxoplasmose (Eyles, 1953).

Embora a combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina produza resultados satisfatérios nos casos agudos da doenga,
o0 tratamento tem cardter supressivo e age somente nessa fase (na presenca de taquizoitas), sendo ineficaz no combate
da fase cronica (com bradizoitas encistados). Além disso, a combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina apresenta
alta toxicidade para o hospedeiro, o que pode levar ao abandono do tratamento, com consequéncias particularmente
graves em pacientes com Aids. Embora ndo haja nenhuma descricao de resisténcia adquirida aos antifolatos por 7.
gondii, alguns pacientes com toxoplasmose encefdlica ndo respondem a esse tratamento (Luft et al., 1993).

Entre outros farmacos empregados no tratamento da toxoplasmose, incluem-se clindamicina, trimetoprim-
sulfametoxazol e atovaquona, que também apresentam diversos efeitos adversos, levando muitos pacientes a
abandonar o tratamento (Luft e al.,1993). Assim, a descoberta de novos agentes quimioterdpicos mais eficazes para
o tratamento da toxoplasmose € de extrema urgéncia.

Um esforgo considerdvel vem sendo realizado por varios pesquisadores na area de quimioterapia experimental
para melhorar as metodologias empregadas na identificagdo de novos alvos e no estudo de novos compostos ou novas
combinagoes terapéuticas que apresentem atividade anti-7 gondii. Esses estudos tém como finalidade encontrar
compostos ou combinacgdes que atinjam seletivamente o parasita e nao o hospedeiro.

Neste capitulo serao abordadas as metodologias mais usadas na avaliagao in vitro e in vivo de novos compostos,
assim como alguns grupos de firmacos e alvos mais promissores que vém sendo estudados.
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METODOLOGIAS EMPREGADAS NO ESTUDO /N VITRO

O ensaio in vitro é uma etapa essencial para a identificagdo de compostos com atividade antiparasitdria. A
avaliacdo do efeito inibitério de diferentes compostos na proliferacao de 7 gondii pode ser feita por meio de diferentes
metodologias (Figura 1). Estas incluem desde a observagao da proliferagdo por microscépio dptico ao uso de ensaios
em larga escala utilizando cepas fluorescentes.

Figura 1 — Metodologias empregadas na andlise in vitro do efeito de diferentes compostos na proliferagéo de Toxoplasma gondii

a) Contagem da carga parasitéria por microscopia Optica; b) incorporacdo de [*H] uracila; ¢) Elisa; d) parasita expressando protefna fluorescente.

A facilidade com que 7. gondii pode ser cultivado tanto in vitro quanto em modelos murinos facilita a avaliagao
dos compostos eficazes e das propriedades farmacoldégicas desejaveis.

Manutencéo de Taquizoitas

A cepa de 7 gondii mais empregada no estudo in vitro € a cepa RH, de fécil cultivo. Isolada em 1938 em Ohio, nos
Estados Unidos (Sabin, 1941), desde entdo é mantida em varios laboratérios mediante passagens em camundongos
ou em cultura de células.

Em cultura de células a manutengao € feita pela infeccao de um novo frasco de cultura com uma pequena aliquota
de sobrenadante proveniente de células recentemente lisadas por taquizoitas e meio contendo soro fetal bovino (SFB).
A cultura recém-infectada deve ser monitorada ao microscépio dptico para acompanhamento do desenvolvimento do
parasita até a sua lise, para uma nova passagem. Quanto maior o indice de infec¢do da cultura, mais rédpida serd a
obtengdo de parasitas no sobrenadante. Pela capacidade de 7 gondii infectar, virtualmente, qualquer tipo celular nucleado
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proveniente de animais de sangue quente, qualquer linhagem celular podera ser utilizada. As mais empregadas nesse
tipo de manutengdo sdo geralmente aquelas que levam a formacdo de células bem espraiadas, como os fibroblastos,
permitindo um alto indice de infecgdo e proliferacdo. Para a utilizagdo em experimentos de interagdo, recomenda-se
filtrar o sobrenadante em membranas com poros de 3 um para obtencao dos parasitas livres de restos celulares.

Em camundongos (por exemplo, suico ou BALB/c) os taquizoitas sdo mantidos por meio de sucessivas passagens
intraperitoneais utilizando animais de trés a cinco semanas de idade. Indculos em torno de 1 x 10°- 1 x 107 resultam
na obtengdo de parasitas jd apds 48 horas. Para tal, os animais sdo eutanasiados por asfixia em camara de CO, e
os parasitas recolhidos da cavidade peritoneal por meio de lavagens com solugao salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,2, estéril. A fim de eliminar restos celulares e células peritoneais residentes, o lavado obtido pode ser
centrifugado por cinco minutos a 200 x g. O sobrenadante obtido pode ser utilizado para uma nova passagem ou
centrifugado novamente a 1.000 x g por dez minutos, e o sedimento, ressuspenso em meio de cultura, sem adicao de
SFB, para os ensaios de interagao com as células hospedeiras.

Cultivo e Manutengao de Cultura de Células

As culturas de células sdo mantidas em frascos de poliestireno de 25 cm?, 75 cm? ou 150 cm?, dependendo da
quantidade de células, contendo meio especifico para cada linhagem e SFB. A cada 48 horas ou apds a formagao de
monocamadas confluentes, as culturas sdo tratadas com um volume suficiente de solugdo contendo tripsina a 37°C.
Ap6s o desprendimento das células, a tripsina € retirada e substituida por meio de cultura contendo SFB, para inativar
o restante de tripsina presente. Jatos de meio no fundo do frasco sdo feitos para desprender as células, que devem ser
centrifugadas para obtencdo do sobrenadante. O sedimento obtido é ressuspenso em meio de cultura suplementado
com SFB, e distribuido entre o frasco vigente e novos frascos de cultura. Para os experimentos de proliferacdo as
células sdo semeadas em placas de cultura (24 ou 96 pocos) e, quando a cultura se torna confluente, cada pogo €
infectado com taquizoitas. Ao término do tempo inicial de interacdo, SFB e meio com os compostos a serem testados
sao adicionados em cada pogo, incluindo sempre em cada placa um controle positivo (células infectadas nao tratadas).
O tempo de interagdo e a relacdo parasita-célula sdo arbitrdrios e dependem do indice de infecgdo e do tempo de
tratamento que se deseja analisar.

Avaliagao da Atividade Antiproliferativa

O calculo da concentragdo necessdria para inibir a proliferacdo parasitaria em 50% (IC,.) pode ser feito por meio
da andlise das curvas obtidas nos experimentos de proliferacdo com diferentes concentragdes. A porcentagem de
proliferacdo € indicada em grafico em funcdo da concentracao da droga mediante regressdo ndo linear.

Microscopia Optica

0 método de microscopia dptica é bastante simples e consiste na observagdo das células infectadas em um
microscépio éptico de campo claro ou de fluorescéncia (Figura 2). Para tal, apds o término do tratamento da cultura
infectada, as células aderidas a laminulas, em placas de 24 pocos, devem ser fixadas (usualmente com fixador de
Bouin), coradas (por Giemsa ou kit de coloracdo) ou marcadas com anticorpo anti-7 gondii e montadas em laminas
(Martins-Duarte et al., 2006; Saleh et al., 2007). Essa metodologia permite avaliar de diferentes formas o efeito
antiproliferativo. Com base na observacdo ao microscépio éptico, podem ser calculadas diversas varidveis — como
o numero de parasitas por vaciolo, o nimero total de parasitas, a porcentagem de células infectadas —, que sdo
usadas para avaliar a atividade da droga e calcular a porcentagem de inibicdo. Outra forma de avaliar o efeito de
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compostos na proliferacdo por microscopia dptica é o cdlculo do indice de associacdo (Aratjo-Jorge & Souza, 1984),
por meio da seguinte férmula: indice de associagdo = porcentagem de células infectadas x ntimero total de parasitas
intracelulares/ntimero total de células.

O numero de células observadas deve ser suficiente para uma avaliacdo confidvel e reprodutivel, levando em conta
que em média sdo avaliadas pelo menos duzentas a quatrocentas células em diferentes laminulas (Melo, Mayerhoffer
& Souza, 2000; Martins-Duarte et al., 2006).

Figura 2 — Imagens de células LLC-MK2 infectadas com taquizoitas da cepa RH de Toxop/asma gondii coradas com kit pan-ptico

A — Células infectadas nao tratadas. B — Células infectadas tratadas por 24 horas com uma combinagao de sulfadiazina e pirimetamina, mostrando a redug@o no nimero de
taquizoitas por vactiolo parasitdforo.

Essa metodologia, além de gerar resultados bastante reprodutiveis, é de baixo custo, porém é a mais limitada
quando ¢ necessario avaliar um grande nimero de compostos, em virtude do longo tempo necessario para o exame
de cada laminula.

Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (Elisa)

Este método avalia a proliferagao parasitaria diretamente em placas de 96 pogos (Derouin & Chastang, 1988)
utilizando imunoglobulina G anti-Z gondii (anticorpo primdrio) e imunoglobulina G conjugada a fosfatase
alcalina (anticorpo secunddrio). Apdés o tratamento, as culturas infectadas sdo fixadas e tratadas com tampao
de bloqueio para diminuir as ligagoes inespecificas. Cada pogo, entao, é incubado com anticorpos anti-7. gondii
obtidos, geralmente, a partir do soro de coelhos imunizados e, apds determinado tempo, os pocos sao lavados
e incubados com imunoglobulina G anticoelho conjugada a fosfatase alcalina. Como substrato para a fosfatase
alcalina, € utilizado paranitrofenil fosfato. A reagdo ¢ um produto corado e o resultado é obtido por meio de leitura
da densidade 6ptica (DO) por espectrofotometria em leitor de placas (A = 405 nm). A relacdo entre os valores de
DO entre o controle e as células tratadas com diferentes concentragdes de cada droga é utilizada na avaliagdo da
proliferacdo de 7. gondii. Neste ensaio deve ser incluido também um controle negativo (células nao infectadas) para
servir de branco para as leituras.

Os resultados obtidos por esta metodologia sdo correlaciondveis com aqueles em que se emprega a microscopia
dptica. Apresenta a vantagem de proporcionar a avaliacdo de uma quantidade maior de drogas de forma mais rdpida,
utilizando reagentes simples e um espectrofotometro com leitor de placas.
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Incorporacao de [5,6-°H] uracila

Esta técnica se baseia na descoberta de que 7. gondii é capaz de utilizar uracila do meio extracelular e incorporar-
se em seus acidos nucleicos. Esta incorporacao € altamente especifica para o parasita, porque a célula hospedeira néo
possui a enzima uracil fosforribosiltransferase necessaria para incorporar este nucleosideo (Pffeferkorn, 1978).

A avaliagdo da proliferacdo parasitdria por esta técnica pode ser feita tanto em placas de 24 pogos como de 96
pogos (micrométodo, Mack & McLeod, 1984). A [*H] uracila é adicionada ao meio de cada poco, geralmente nas
horas finais do tratamento. Ao fim do ensaio, o sobrenadante é descartado e a incorporacao de uracila é determinada
mediante a contagem de radioatividade do precipitado obtido das culturas infectadas e tratadas. A marcacao com a
uracila radioativa é uma funcao linear do ntimero de parasitas presentes, sendo entao bastante exata para a avaliacao
da proliferacdo de 7’ gondii (Mellors, Debs & Ryan,1989).

No entanto, a metodologia da incorporacao de [°*H] uracila acarreta algumas dificuldades, uma vez que é necessario
um laboratério equipado e com licenca para utilizar marcadores radioativos e de treinamento especializado para
trabalhar com materiais radioativos. Além disso, vdrias etapas e reagentes sdo requeridos até a obtencdo do resultado
final, o que eleva um pouco os custos com o experimento, além de gerar rejeitos radioativos.

Beta-galactosidase

Taquizoftas transfectados com o gene da enzima beta-galactosidase também sao utilizados para quantificar a taxa
de proliferagdo de 7 gondii com acurdcia. A beta-galactosidase € uma enzima hidrolase que catalisa a hidrélise de
beta-galactosideos em monossacarideos. A proliferacdo parasitdria é proporcional a atividade da beta-galactosidase
(Mcfadden, Seeber & Boothroyd, 1997). Para tal, culturas de células em placas de 96 pogos sao infectadas com
parasitas expressando beta-galactosidase de forma constitutiva. Neste ensaio deve ser utilizado meio de cultura sem a
presenca do indicador vermelho de fenol, pois o resultado da atividade da beta-galactosidase é dependente da geragao
e deteccao de um derivado do vermelho de fenol, e a presenca do indicador no meio interferird na leitura do resultado.
Para avaliar a atividade antiproliferativa dos inibidores apds o tratamento, o composto galactopiranosideo vermelho-
B-D-clorofenol (CPRG) (substrato da beta-galactosidase) € adicionado ao meio de cada poco e incubado por alguns
minutos ou horas. A catdlise do substrato pela beta-galactosidase gera um produto com cor, e a absorbancia de cada
poco € determinada pela leitura espectrofotométrica a 570 nm e 630 nm com um leitor de placas.

O ensaio da beta-galactosidase requer a adi¢io de um tnico indicador. E bastante simples e de custo acessivel. Uma
vez que o CPRG é um analogo estrutural do vermelho de fenol, componente comum dos meios de cultura e atéxico
(Seeber & Boothroyd, 1996), permite a obtencao de parasitas ainda vidveis para outros tipos de avaliacdo, se desejado.

Cepas que Expressam Proteina Fluorescente

Esta metodologia avalia a proliferacdo de 7 gondii por meio do uso de cepas transfectadas com genes de proteinas
fluorescentes. O método desenvolvido por Gubbels, Li e Striepen (2003) faz uso de uma linhagem de parasitas
altamente fluorescentes transfectados de forma estavel com uma proteina fluorescente amarela (YFP), uma versao
da GFP (proteina fluorescente verde). Nesta metodologia, culturas de células sdo semeadas em placas pretas de 96
ou 386 pogos com o fundo transparente e sao infectadas com os taquizoitas que expressam YFP A proliferagao
parasitaria ¢ avaliada pela emissao de fluorescéncia em cada pogo utilizando um leitor de placas. A relacao entre
o crescimento parasitdrio e a intensidade de fluorescéncia mostrou ser linear, e os resultados obtidos por esta
metodologia correlacionam-se com os obtidos pelo método da beta-galactosidase. A leitura € feita a partir do fundo,
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com as placas devidamente tampadas para manter o ambiente estéril, permitindo que uma mesma placa seja utilizada
para diferentes horas de tratamento. Para este experimento, o meio de cultura também nao deve conter o indicador
vermelho de fenol, para que ndo haja interferéncia na emissao de fluorescéncia. Além do controle positivo, também
deve ser feito um negativo (células ndo infectadas), para servir de branco. Esta metodologia possui a vantagem de ndo
requerer etapas adicionais para a obtencao do resultado e um tnico experimento pode ser utilizado para a verificagao
de diferentes tempos de tratamento. Permite avaliar de forma rapida uma maior quantidade de compostos.

Outra metodologia, também descrita, emprega taquizoitas de 7 gondii transfectados com uma GFP O efeito
antiproliferativo € analisado por citometria de fluxo, permitindo a avaliacdo simultanea da atividade antiparasitaria
e da toxicidade dos compostos a célula hospedeira (Shubar et a/., 2008). As culturas de células em placas de 24 pocos
sdo infectadas com os parasitas-GFP Ao término do tratamento, as células aderidas sdo removidas e fixadas para a
analise em citémetro de fluxo. A eficacia das drogas € determinada pelo calculo da porcentagem relativa de células
infectadas, determinado pela expressao de GFP comparada com as células de controle infectadas (nao tratadas).
A toxicidade é determinada pela comparacdo do nimero total de células vidveis (células aderidas) entre os pogos
tratados com o controle. A viabilidade também ¢ mensurada por citometria de fluxo.

Citotoxicidade para a Célula Hospedeira

E de extrema importancia avaliar, além do efeito antiproliferativo em 7. gondii, a toxicidade dos compostos em
células de mamiferos, como forma de selecionar aqueles mais ativos e seletivos. Neste ensaio, as células hospedeiras
também séo tratadas com diferentes concentragoes dos compostos, para determinar a dose téxica de 50% (TD, ) por
meio da andlise das curvas de dose-resposta. Com os valores de IC_ e TD, € possivel calcular o indice terapéutico
(IT): IT = TD,/IC,,. Quanto maior for o valor de IT obtido, menos téxico ao hospedeiro e mais seletivo ao parasita
€ 0 composto.

Para a obtengao de TD,, podem ser empregadas diferentes metodologias, entre as quais se destacam o teste de
exclusao com corantes vitais, como azul de Tripan ou iodeto de propideo; o método radioativo com incorporagdo
de [*H] timidina; a andlise de potencial mitocondrial ativo com marcadores fluorescentes como rodamina 12. Os
métodos colorimétricos (MTT, MTS, XTT) utilizam sais de tetrazélio que sao convertidos em formazam pelas enzimas
desidrogenases mitocondriais em células vidveis e metabolicamente ativas.

Anélise dos Efeitos Ultraestruturais por Microscopia Eletronica

Por ser 7 gondii um protozodrio de dimensdes microscépicas, o uso da microscopia eletronica de transmissao é
uma ferramenta bastante ttil para avaliar alteragoes na estrutura celular ocasionada pelo tratamento com diferentes
compostos (Figura 3). Por meio da andlise de cortes ultrafinos (cerca de 60 nm de espessura), € possivel localizar
possiveis alvos celulares dos compostos.
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Figura 3 —Micrografias de microscopia eletronica de transmissao de cortes ultrafinos de células LLC-MK2 infectadas com taquizoftas de Toxoplasma gondii

A — Controle: taquizoitas com morfologia e estruturas caracteristicas. B — Células infectadas tratadas com itraconazol por 24 horas. No vactolo parasitéforo 1 (VP1) observa-se
um parasita lisado (**) e outro inalterado (*). VP2 apresenta taquizoita com processo de divisao interrompido, caracterizado pela presenca de quatro células-filhas (Cf). Em trés
Cfs pode-se visualizar também o descolamento do envoltdrio nuclear (cabeca de seta). N= niicleo; M= mitocdndria; A= apicoplasto; CG= complexo de Golgi. Barra de 1 pm.

AVALIAGAO /N VIVO DE COMPOSTOS

Os estudos in vivo sdo importantes para avaliar o potencial quimioterdpico dos compostos selecionados nos
ensaios in vitro em um modelo experimental da doenca.

Animais

Como forma de avaliar o efeito in vivo de compostos em 7 gondii, 0 modelo murino € o mais utilizado. Os camundongos
(Mus musculus) sdo animais bastante suscetiveis a infeccdo por 7 gondii, sucumbindo a morte em poucos dias, de
acordo com a viruléncia da cepa inoculada. Por isso mesmo sdo utilizados para avaliar o efeito de compostos em trés
diferentes tipos de manifestacdo da toxoplasmose: as fases aguda, cronica e reativada. Em razao de seu pequeno
porte e facil manipulagao, requerem pequenas quantidades dos compostos para administracao, e também sao de
facil alojamento. A linhagem ‘sui¢o’, ndo isogénica, é a mais utilizada, mas outras linhagens isogénicas como
BALB/c e C57BL/6 também podem ser utilizadas. As linhagens ndo isogénicas sao muito importantes para o estudo
in vivo de compostos, pois refletem com mais acurdcia a variacdo observada normalmente em uma populacdo
heterogénea de individuos, que apresentam grande variabilidade na genética da suscetibilidade a infecgoes, e
também a diferentes tratamentos.

O género dos animais também influencia o curso da infeccdo. As fémeas sdo geralmente escolhidas para os
experimentos in vivo, pois sdo mais suscetiveis a infecgoes do que os machos, apresentando maior indice de
mortalidade. A diferenga hormonal entre os géneros tem sido sugerida como um dos fatores determinantes para esta
discrepancia significativa. Género e hormonios sexuais sao conhecidos por influenciar a natureza da resposta imune
(Roberts, Walker & Alexander, 2001). Camundongos fémeas apresentam lesdes inflamatérias mais intensas, que se
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apresentaram reduzidas nas fémeas tratadas com testosterona. Por outro lado, machos infectados, quando tratados
com estrogénio, apresentaram maior mortalidade.

Para a avaliacao in vivo do efeito do tratamento na transmissdo vertical durante a gravidez, os camundongos da
linhagem BALB/c sdo os mais utilizados; no entanto, o roedor Calomys callosus também mostrou ser um bom modelo
experimental para o estudo da infeccao congénita da toxoplasmose (Ferro et al., 2002).

Cepas de T gondii

A cepa RH costuma ser bastante utilizada nos ensaios da fase aguda da doenca, mas, por ser mantida como
taquizoita por muitos anos (cerca de setenta anos) em laboratério, perdeu diversas caracteristicas, como a capacidade
de induzir a producdo de oocistos em gatos, assim como sofreu uma reducdo na capacidade de formagdo de cistos
tissulares (Dubey et a/., 1999). No entanto, outras cepas menos virulentas (ME49, VEG, EGS, C56 e Beverley) também
sdo utilizadas para os ensaios com a fase aguda da doenca. Ja para avaliar a fase cronica, reativada ou congénita, a
cepa ME49 é bastante utilizada, pois reproduz em camundongos uma forma mais atenuada da infeccdo, levando a
formagao de grande quantidade de cistos cerebrais nesses animais.

Modelo de Camundongo Infectado de Forma Aguda

Fase Acupa com RH

Camundongos sdo inoculados por via intraperitoneal com uma carga parasitdria entre 10? e 10° taquizoitas.
O tratamento geralmente tem inicio 24 horas pds-infeccao e dura de sete a 14 dias (Quadro 1). Apds o término do
tratamento, a sobrevivéncia dos camundongos ¢ avaliada por um periodo de trinta a noventa dias. Como a cepa
RH ¢ extremamente letal, a taxa de sobrevivéncia e o perfodo pds-tratamento sao parametros para avaliar o efeito
de drogas. Ao término do tempo de observacdo, a presenga de parasitas nos camundongos sobreviventes pode ser
avaliada por diferentes métodos, que serdo expostos mais adiante.

Quadro 1 — Trabalhos com modelo agudo in vivo de cepas virulentas em camundongos

Camundongos Taquizoita Tratamento
Duragao
Linhagem |dade/peso Sexo Cepa Indculo Via Inicio (t.p.i.)? (diags) Via
Isolad
Eyles & Coleman, 1952 NIH 20g - S0RGaT0 | 10 ip. 0 hora 14 Oralt
laboratdrio
. ) Suico )
Aratijo & Remington, 1974 - - RH 10° i.p. 0 hora 14 Oral®
(Webster)
Allegra et al., 1987 BALB/c 20¢g Fémea RH 5x 10 i.p. 24 horas 14 Oral® ou i.p.
) Suico . )
Araujo et al., 1996 20¢g Fémea RH 2,5%10° i.p. 24 horas 10 Oral®
(Webster)
) Suico R )
Vukovic et al., 1997 18-20¢g Fémea RH 10%-106 i.p. 48 horas 21 Oral®
(Webster)
. Suico R ) i
Nikolic et al., 1999 5-6 semanas Fémea RH 10? ip. 0 hora 7-21 dias Oral®
(Webster)
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Quadro 1 — Trabalhos com modelo agudo /n vivo de cepas virulentas em camundongos (continuagao)

Camundongos Taquizoita Tratamento
Duracéo
Linhagem Idade/peso Sexo Cepa Inéculo Via Inicio (t.p.i.)? ( diags) Via
Djurkovic-Djakovic et al., Suico . )
18-20 F RH 10%-10 . 24 h 14 Oral®
1999 (Webster) 8 emea P ores ra
Dumas, Pizzolato & Suico .
- - RH 10° . 24 h 13 Oral®
Pechere, 1999 (Webster) P ores ra
. . Sorrier . .
Moshkani & Dalimi, 2000 19-23¢ Fémea RH 104 i.p. 24 horas 10 Oral®
(outbred)
Khan et al., 2001 Suico 20-22g Fémeas RH 2x10° i.p. 24 horas 10 Oral°
Buitrago-Rey et al., 2002 Suico (ICR) 16-17¢g - RH 2,5x%10° i.p. 24 horas 7 Oral® ou i.p.
Isolada na 0,12 0u24
Degerli et al., 2003 BALB/c 25-30 ¢ Macho . 10° i.p. 10 Oral®
Turquia horas
Mitchell et al., 2004 CD-1 - Fémea RH 108 Subcutdnea | 72 horas 10 Oral®
N Suico . )
Grujic et al., 2005 18-20¢g Fémea RH 107 i.p. 24 horas 7 Oral®
(Webster)
) Suico R )
Mui et al., 2005 30¢ Fémea RH 10¢ i.p. 1 hora 4 Oral®
(Webster)
Ferreira et al., 2006 Suico - Fémea RH 10 i.p. 24 horas 10 i.p.
o 8-12 R ) .
Oliveira et al., 2009 C57BL/6 Fémea RH 10? i.p. - - subcutanea
semanas

4Tempo pds-infegao. bDroga adicionada a ragao. “Gavagem. dDroga adicionada a agua de beber. i.p., via intraperitoneal.

Fase Acuba com Cepas CISTOGENICAS

Camundongos sao infectados por via oral com cistos obtidos a partir do cérebro de camundongos previamente
infectados. A quantidade de cistos usada como inéculo deve ser suficiente para produzir mortalidade nos camundongos
infectados. Djurkovic-Djakovic e Milenkovic (2001) mostraram que a infecgao oral com vinte cistos de ME49 é capaz
de produzir uma infec¢do aguda consistente levando a morte parte da populagdo de camundongos infectados. Ferreira
e colaboradores (2006) demonstraram que a cepa brasileira EGS também pode ser utilizada para a avaliagdo in
vivo da fase aguda em camundongos (Quadro 2). A porcentagem de camundongos vivos ao término do tratamento,
comparada ao controle, e o nimero de cistos cerebrais presentes nos animais podem ser utilizados como parametros
para avaliar o efeito do composto utilizando cepas cistogénicas.
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Quadro 2 — Trabalhos com modelo agudo in vivo de cepas cistogénicas em camundongos

Camundongos Tratamento
Cepa Indculo Via Duraci
Linhagem |dade/peso Sexo Inicio urlagao Via
(dias)
. . Suigo o . .
Araujo & Remington, 1974 22-24 g - C56 | 10°taquizoitas | i.p. 0 hora p.i.2 10 QOral°
(Webster)
. Suico . ) o .
Aratijo et al., 1996 20¢g Fémea C56 10 cistos Oral 3 dias p.i. 10 dias Oral®
(Webster)
Dumas, Pizzolato & Pechére, 1999 C57BL/6J - - PRU 10 cistos i.p. 5 dias p.i. 15 QOral®
L Suico . ) o
Djurkovic-Djakovic et al., 2002 18-22¢ Fémea Me49 20 cistos Oral 4 dias p.i. 14 Oral®
(Webster)
Suico N ) . )
Yardley et al., 2002 20¢g Fémea (56 10 cistos Oral 3 dias p.i. 10 i.p.
(Webster)
Sui 100u20
Grujic et al,, 2005 Hieo 1820 Femea | Med9 o Oral | Adiaspi. | 210u28dias|  Oral
(Webster) cistos
) Suigo R ) o ) )
Ling et al., 2007 - Fémea (56 5 cistos Oral 3 dias p.i. 10 dias i.p.
(Webster)
Rajapakse et al., 2005 BALB/c - Fémea Me49 20 cistos i.p. Jdiasa.if 13 dias P )
(a cada 2 dias)
Ferreira et al., 2006 Suico - Fémea EGS 10 cistos Oral | 48 horas p.i. 10 i.p.
Oliveira et al., 2009 C57BL/6 8-12 semanas Fémea Me49 20 cistos i.p. - - subcutanea
Martins-Duarte et al., 2010 Suico (CF1) 18-22¢ Fémea Me49 20 cistos i.p. 4 dias p.i. 10 Oralei.p.

2 Tempo pds-infecgdo. "Droga adicionada 4 ragao. Gavagem. “Droga adicionada a 4gua de beber. ®Antes da infecgdo. i.p., via intraperitoneal.

Fase Cronica

Para a avaliagao da fase cronica, camundongos sao inoculados com uma quantidade nédo letal de parasitas de uma
cepa avirulenta para estes animais. Apds trinta dias de infecgao, a presenga de cistos cerebrais ja pode ser visualizada,
porém a infeccdo cronica estdvel é alcancada quando ndo mais se observa mortalidade entre animais infectados.
Antes do inicio do tratamento, recomenda-se o exame para deteccdo de cistos no cérebro de um camundongo para
confirmar a infeccao, ja que o tratamento deve ser iniciado apds comprovagao da presenca de cistos. O tratamento dos
animais cronicamente infectados pode ser feito durante o periodo de duas a oito semanas, ao término do qual é feita
a quantificacdo do ntiimero de cistos cerebrais ou DNA parasitario.

Fase Reativada

No modelo de fase reativada, animais com infeccao crénica estabelecida sdo induzidos a um estado de
imunossupressao com o uso de corticoides (Djurkovic-Djakovic & Milenkovic, 2001), ou empregam-se camundongos
deficientes em resposta imune como os camundongos nocaute para o fator regulatério de interferon 8 (ICSBP/IRF-
87/ ou com imunodeficiéncia combinada severa (SCID). Os animais ICSBP/IRF-87/ e SCID, apds serem infectados,
devem ser tratados com sulfadiazina para conter a infec¢do e permitir a cronificagdo da doenga (Dunay et al., 2004).
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Essa metodologia mimetiza os sintomas de toxoplasmose encefélica — ja que o sistema nervoso central € o maior sitio
de cistos latentes em camundongos —, sendo bastante comum que se manifeste em individuos imunossuprimidos. A
administragdo dos imunossupressores ou a interrupgao do tratamento com sulfadiazina leva a reativagdo da doenga.
O tratamento € iniciado logo apds esse periodo, e a sobrevivéncia € acompanhada ao longo do tratamento. O nimero
de cistos cerebrais também pode ser examinado nos camundongos sobreviventes.

Modelo de Toxoplasmose Congénita

Neste modelo, fémeas virgens de Calomys callosus soronegativas para 7. gondii sao postas para acasalar. Os
animais somente serdo infectados durante o periodo gestacional. Considera-se o dia 1 de gestagdo aquele em que se
pode verificar a presenga de esperma no exsudato vaginal da fémea. Apds confirmagdo da gestacdo, as fémeas sdo
separadas dos machos. Para este modelo a cepa Me49 também ¢ a mais utilizada, pois a infecgao resultante nao deve
ser letal. Apds a infeccdo da fémea, deve ser feito um exame soroldgico comprovando sua soroconversao como um
indicativo de infeccdo. A andlise da transmissao vertical apds o tratamento pode ser feita por meio do exame dos
tecidos de fetos ou neonatos para a presenga de parasitas (Ferro et a/., 2002).

Contagem de Cistos Cerebrais

Findo o tempo de observacdo pds-tratamento, os animais sao eutanasiados para o exame de cistos cerebrais.
Inicialmente, o cérebro do camundongo é retirado, lavado em solugdo salina a 4°C para remocdo de codgulos
sanguineos, fragmentado com uma tesoura e macerado em solucao salina estéril através de sucessivas passagens em
agulhas de diferentes calibres. A enumeracdo de cistos ¢ feita com base na analise de um minimo de trés aliquotas da
suspensado de cérebro ao microscépio dptico. Para tal, uma pequena aliquota da suspensao é colocada em uma lamina
e coberta com uma laminula. Faz-se entdo o exame de toda a sua drea no microscopio. A quantificacdo do nimero
total de cistos por cérebro é obtida por meio de uma regra de trés entre o nimero de cistos obtidos no determinado
volume utilizado para contagem e o volume total utilizado para macerar o cérebro.

O exame de cistos cerebrais ¢ de grande valia para verificar a eficicia de um tratamento com cepas cistogénicas na
fase aguda e € parametro para verificar a eficiéncia do tratamento na fase cronica, na qual a presenca de um menor
ndmero de cistos nos camundongos tratados em comparagao aos camundongos nao tratados indica atividade nessa fase
da doenga. A auséncia de cistos cerebrais ndo € confirmatéria da cura da doenca, ja que o parasita pode estar presente
em outros 6rgdos ou pode haver cistos cerebrais em quantidade inferior ao limite de sensibilidade de deteccdo do teste.

Exame Histopatoldgico ou Imuno-histoquimico

Além da quantificagdo de cistos cerebrais, o cérebro e outros érgaos também podem ser examinados em cortes
histoldgicos. Apds a eutandsia dos animais, o cérebro e outros érgaos sao retirados, fixados em formaldeido,
desidratados e embebidos em parafina. Os cortes de tecidos obtidos sdo corados e/ou incubados com anticorpos
anti-7Z gondii. Esta metodologia permite a identificacdo de parasitas intracelulares e extracelulares e de cistos
teciduais, assim como avalia a presenca de inflamagdo ou destruigao tecidual induzidas pelo parasita.

Bioensaio

Este ensaio destina-se a indicar a presenca de infecgao residual nos camundongos sobreviventes apds o tratamento
utilizando homogenatos de diversos 6rgaos, como cérebro, figado, coragdo e pulmao. Camundongos recém-nascidos
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sao inoculados por via oral ou intraperitoneal com o homogenato. A sobrevivéncia do animal e a auséncia de parasitas
na cavidade peritoneal ou de anticorpos anti-7 gondii (verificado por meio de testes sorolégicos) nos camundongos
inoculados com a suspensao de 6rgaos pode ser interpretada como a cura ou auséncia de parasitas vidveis nos tecidos
dos camundongos tratados.

Método da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Esta técnica € bastante sensivel em relacdo aos outros métodos, pois permite detectar e quantificar a presenca de
infecgdo mesmo em amostras de tecidos pouco parasitadas. A PCR em tempo real, diferente da convencional, é mais
rapida e sensivel e diminui os falsos positivos. Esta metodologia pode ser util para verificar a presenca de infecgdo
residual e comprovar a cura nos camundongos sobreviventes apds o tratamento.

Bioluminescéncia

Esta técnica permite o mapeamento em tempo real da progressao espacial e temporal da infeccdo em um mesmo
animal, e facilita 0 acompanhamento da infecgdo ao longo dos dias de tratamento. Para utilizacdo desta técnica €
necessdrio uma populacdo clonal de 7 gondii transgénico, expressando de forma estdvel o gene da enzima luciferase.
Saeij, Boyle e Grigg (2005), utilizando uma cepa de 7 gondii que expressa o gene da luciferase, mostraram a reativacao
de cistos por uso de bioluminescéncia. A imagem de bioluminescéncia é formada pela luz produzida pela reacao da
enzima luciferase e seu substrato (luciferina). Os tecidos de mamiferos ndo produzem luciferina ou qualquer outro
substrato para a luciferase, logo esta molécula deve ser administrada para o imageamento. Apds a injecdo por via
intraperitoneal, a luciferina se distribui rapidamente no organismo do camundongo e é capaz de penetrar a barreira
hematoencefdlica, permitindo a visualizagdo de cistos cerebrais (Figura 4). Se a expressao da luciferase for estdvel,
o nimero de parasitas presentes se correlaciona com a leitura de bioluminescéncia. A bioluminescéncia pode ser
mensurada pela andlise computacional dos fétons emitidos, permitindo a quantificagdo dos dados obtidos.

Figura 4 — Camundongos infectados por via oral com cistos de Me49 expressando o gene da luciferase

200

17
ME49-luciferase

Obs: A distribuicao pelos diferentes compartimentos do camundongo e a carga parasitéria puderam ser acompanhadas ao longo dos dias.
Fonte: Adaptado de Boyle, Saeij & Boothroyd, 2007.

Ao contrario das técnicas convencionais, a avaliagdo da bioluminescéncia néo € invasiva, ou seja, ndo € necessério
eutanasiar os animais, e com ela é possivel detectar pequenas quantidades de patégenos. O método, porém, apresenta
algumas limitagoes: a luz produzida sofre atenuacdo pelos tecidos vizinhos; a bioluminescéncia é diminuida pela
pigmentacao dos 6rgaos, como figado e bago, entre outros; camundongos pretos, como o C57BL/6, absorvem a luz
emitida, sendo necessdrio remover os pelos com um creme depilatério de modo que se minimize este problema; e ha
dificuldade em separar fétons produzidos por células infectadas em sitios adjacentes. Os valores de bioluminescéncia
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absolutos produzidos por um ndmero de patégenos definido diferem nas diversas regides anatémicas por causa da
absorgdo e espalhamento da luz pelos tecidos sobrepostos (Hutchens & Luker, 2007).

ESTRATEGIAS PARA DESCOBERTA DE NOVOS TRATAMENTOS ANTI-T. onou

0 estudo de compostos com atividade anti-7" gondii em potencial € essencial para a descoberta de moléculas lideres
para o desenvolvimento de uma futura terapia da toxoplasmose. A escolha do alvo quimioterapico e da classe de
compostos para dar inicio ao estudo in vitro pode basear-se em diferentes estratégias, usadas ao longo de varios anos,
na descoberta de tratamentos de diversas doengas.

Avaliagao de Farmacos Usados em Tratamentos para Outras Doengas Causadas por Patdgenos em Humanos

Esta estratégia baseia-se em ampliar o leque de aplicagoes das drogas indicadas para o tratamento de doencas
provocadas por outros patégenos em humanos. Foi a primeira a ser usada na descoberta de um tratamento para a
toxoplasmose. No periodo das décadas de 1940 e 1950, testes com diversos compostos com atividade antibacteriana
e antifiingica, assim como a maioria dos compostos antimaldricos, nao obtiveram éxito em modelos de infecgao
com 7. gondii. As Unicas exce¢oes foram as sulfonamidas (sulfadiazina) e as 2:4-diaminopirimidinas (pirimetamina)
(Eyles, 1953).

Na década de 1970 demonstrou-se em modelos murinos a atividade do antibidtico clindamicina, introduzido
poucos anos depois no tratamento da infeccdo ocular e da toxoplasmose encefdlica, antes mesmo que o seu mecanismo
de acao em 7. gondii fosse conhecido (Araujo & Remington, 1974).

Avaliagao de Compostos ou Farmacos Originalmente Desenvolvidos para Outras Indicacdes, cujo Alvo Esteja Presente em T. gondii

Exemplos especificos desta estratégia incluem a miltefosina e a eflornitina usadas para o tratamento da leishmaniose
visceral e da doenca do sono, respectivamente, e que foram originalmente desenvolvidas para o tratamento do
cancer (Croft, Seifert & Yardley, 2006). Do mesmo modo, os bisfosfonatos, usados no tratamento da osteoporose, tém
demonstrado efeito contra diversos protozodrios, incluindo 7’ gondii.

A vantagem de estudar farmacos disponiveis no mercado para o tratamento de outras doengas reside no fato de tais
medicamentos ja terem sido aprovados para o uso em humanos e de possuirem toxicidade e farmacocinética conhecidas.

Avaliagao de Compostos que Atuam em Vias Metabdlicas Diferentes das Encontradas nos Hospedeiros

Vias metabdlicas exclusivas dos patdgenos, ou seja, diferentes daquelas presentes no hospedeiro mamifero, sao
alvos ideais. Compostos que interferem somente nas fungdes enzimaticas do parasita seriam provavelmente indcuos
para o ser humano. Diversas vias e proteinas semelhantes aquelas encontradas em procariotos e plantas, porém
ausentes no hospedeiro animal, ja foram identificadas em 7 gondii. A via do 4cido chiquimico, componentes da
cadeia respiratéria mitocondrial e vias metabdlicas do apicoplasto sao alguns exemplos (Lin, Gross & Bohne, 2011;
Wiesner et al/, 2008).

Descoberta de Novos Compostos com Potencial Antiparasitario

De todas as estratégias, esta é a mais empirica, pois se baseia na identificagdo de novas entidades quimicas com
atividade antiparasitdria em potencial. Diversos compostos novos surgem a partir de sintese quimica ou sao isolados
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de produtos naturais na expectativa de encontrar novas moléculas lideres para o tratamento de diversas doencas,
entre as quais as provocadas por parasitas.

Combinagéo de Drogas

O estudo de novas combinagdes de drogas também € uma estratégia para alcangar novos tratamentos contra
T gondii. A terapia combinada é reconhecida como a mais eficaz para o tratamento da toxoplasmose. Quando
administrados sozinhos, a pirimetamina e outros fAirmacos ndo sao capazes de reduzir a carga parasitaria de forma
significativa (Katlama et al., 1996). Resultados obtidos mediante a combinagdo de compostos usados para o tratamento
de outras doencas, ou compostos inéditos, ainda em avaliacdo in vitro, juntamente com os farmacos ja em uso para o

tratamento da toxoplasmose, podem levar a novas possibilidades terapéuticas.

Além disso, o uso de terapia combinada apresenta diversas vantagens em relagdo ao uso de uma tnica droga, pois
pode atuar em diferentes alvos ou doengas simultaneamente, possibilitando a diminui¢do da dosagem administrada
de cada uma das drogas, mas mantendo a atividade terapéutica com redugao dos efeitos colaterais, além de prevenir
o surgimento de resisténcia.

COMPOSTOS E ALVOS PROMISSORES

Entre os diferentes compostos ou vias estudadas atualmente, destacam-se os seguintes.

Inibidores da Biossintese de Esterdis

Sao exemplos os andlogos de azasterdis e azdis. Estes inibidores sao excelentes exemplos de drogas testadas com
sucesso contra outros patégenos e que apresentaram atividade anti-7 gondii. Embora o mecanismo de agao desses
compostos ainda seja desconhecido em 7" gondii, apresentam seletividade para este parasita, o que os credencia como
compostos promissores para o tratamento da toxoplasmose.

Inibidores da Di-hidrofolato Redutase

A enzima di-hidrofolato redutase catalisa a reducdo do acido félico a acido folinico. 7 gondii é incapaz de
obter o dcido folinico reduzido de forma exdgena, e depende exclusivamente de sua sintese (Allegra et al., 1987). A
pirimetamina, farmaco mais utilizado para o tratamento da toxoplasmose, atua na inibicdo dessa enzima.

Inibidores da Cadeia Transportadora de Elétrons Mitocondrial

As hidroxinaftoquinonas sdo inibidores do complexo &c, (complexo III). Entre estas, a atovaquona € utilizada
como segunda escolha para o tratamento da toxoplasmose. Em estudos com novas hidroxinaftoquinonas, observou-
se atividade promissora em 7. gondii (Ferreira et al., 2006). A NADH desidrogenase também € um alvo promissor. Em
eucariotos essa classe de enzima estd dividida em duas subfamilias: NADH desidrogenase do tipo I (complexo I) e
NADH desidrogenase do tipo II (NADH2). As NADH2s foram descritas em plantas, protozodrios e bactérias, mas estao
ausentes no hospedeiro mamifero (Kerscher, Zickermann & Brandt, 2008). A suscetibilidade de 7" gondii a inibidores
dessa enzima jd foi demonstrada (Saleh et a/., 2007).
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Vias do Apicoplasto

O apicoplasto € uma organela de origem endossimbidtica secunddria e possui diversas vias semelhantes aquelas
encontradas em procariotos e ausentes na célula hospedeira. Entre as vias do apicoplasto mais estudadas, e cuja
interferéncia demonstrou afetar a viabilidade de 7 gondii, mencionem-se estas: biossintese de dcidos graxos do tipo
11, sintese de isoprenoides, sintese de RNA e proteinas e topoisomerase II (Wiesner et al., 2008).

Inibidores de Microtdbulos

As dinitroanilinas sao conhecidos inibidores de microtdbulos que se ligam de forma seletiva a alfatubulina
ocasionando a desorganizacdo dos microtibulos. 7 gondii tem demonstrado suscetibilidade a diversos derivados de
dinitroanilinas. Esta classe de compostos foi descoberta inicialmente para uso como herbicida, mostrando mais tarde
possuir atividade contra diversos protozoarios. Nao afetam vertebrados ou fungos, e atuam de forma seletiva nos
microtibulos dos protozodrios (Ma et al., 2010).
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Epidemiologia da Toxoplasmose’

Jeffrey L. Jones « Jitender P Dubey

A infeccdo por Zoxoplasma gondii ¢ muito prevalente em todo o mundo. Este capitulo discute os modos de
transmissao da doenga, a epidemiologia da infec¢do por 7 gondii ao redor do mundo e no Brasil e os métodos de
prevencdo e controle.

TRANSMISSAQ POR CISTOS TECIDUAIS

Os cistos teciduais sdo uma parte essencial do ciclo de vida de 7. gondii, sdo o estagio final do parasita, forma
pela qual serdo ingeridos pelos animais. Weinman e Chandler (1954) sugeriram inicialmente que os humanos
poderiam ser infectados pela ingestdo de carne malpassada, e Desmonts e colaboradores (1965) forneceram suporte
em experimento com criangas em um sanatoério de Paris, em que foi servida carne malpassada as criancas com a
crenca de que ajudaria a recuperacao da tuberculose. Eles compararam as taxas de aquisicao da infeccao por 7
gondii no sanatdrio e a taxa de aquisi¢ao de anticorpos contra 7" gondii e observaram um aumento de 10% a 50%
ao ano apds a adicao de duas porgdes de carne de cavalo malcozida a dieta didria, e de 100% ao ano apéds a adigao
de carne malcozida de costeletas de cordeiro. Como a prevaléncia de 7 gondii é muito maior em ovelhas do que em
cavalos ou gado, foi mostrada a importancia do carnivorismo na transmissdo do 7" gondii. Foram diagnosticados
17 casos de toxoplasmose aguda sintomdtica em criancas que ingeriram carne de carneiro crua em uma festividade,
entre as quais 16 (94,5%) apresentaram febre, dor de cabeca, mialgia, artralgia e adenopatia (cervical ou cervical/
axilar). Um paciente apresentou quadro clinico de retinocoroidite. Todos os pacientes apresentavam anticorpos
especificos da fase aguda da toxoplasmose (Bonametti et a/., 1997a). Uma paciente também relatou o fato de ter
transmitido toxoplasmose ao filho recém-nascido (Bonametti et a/., 1997b). Nos Estados Unidos, Kenan, Kimball
e Christenson (1969) descreveram a toxoplasmose em um grupo de estudantes de medicina que tinham ingerido
hamburgueres malpassados.

* Tradugdo: Heloisa Nascimento (chefe do Setor de Uveites, Escola Paulista de Medicina/Unifesp)
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Cistos teciduais vidveis foram encontrados em tecidos de animais naturalmente infectados, particularmente em
porcos e ovelhas, e também no ambiente selvagem. Eles sdo extremamente raros em gado bovino. Descobriu-se que
esses cistos teciduais permanecem durante meses nos tecidos comestiveis de animais vivos, e considerando o nimero
de cistos em 50 g de amostras infectadas de um tinico animal comestivel, o animal inteiro pode infectar muitas pessoas.

Existem diversos relatos sobre a toxoplasmose e o consumo de carne infectada, e algumas pesquisas sorolégicas
sugerem que a carne € mais importante do que os gatos como fonte de infeccdo humana (Dubey & Beattie, 1988). Como
esperado, a prevaléncia da infeccao de 7 gondii € maior em trabalhadores de matadouro e em outros profissionais que
manuseiam carne crua do que na populagdo geral. Amoladores de facas de agougueiros podem ser contaminados por
uma carcaca infectada ou por um pedago de carne.

Levantamentos soroldgicos e parasitolégicos baseados em amostras de matadouros nao fornecem uma avaliagdo
verdadeira do risco para humanos porque o armazenamento e o tratamento pds-armazenamento da carne podem
matar parte dos espécimes de 7 gondii (Dubey et al., 2005). Alguns dos tratamentos com sais (rotulados como carne
“aprimorada’) matam os cistos teciduais de 7 gondii. Além disso, a maior parte dos frangos vendidos a varejo é
congelada, o que também mata o parasita. Nos Estados Unidos, um estudo de caso-controle descobriu que a carne
malcozida é um fator de risco significativo para infeccdes recentes de 7" gondii. Na Europa, a ingestao de carne cozida
inapropriadamente (de cordeiro, bovina ou de caca) foi identificada como o principal risco (Bobi¢ et a/., 2007).

Felizmente, os cistos teciduais ndo sdo resistentes ao cozimento convencional (Dubey et a/., 1990) a 60°C ou
temperaturas mais altas. O cozimento no forno de micro-ondas € problemdtico. Por causa dos pontos quentes e frios,
o cozimento no forno de micro-ondas nao pode garantir a morte de 7 gondii na carne (Lundén & Uggla, 1992).
A salga, a defumacao e a preparagdo de conservas, se forem feitas de modo apropriado, podem matar os cistos
teciduais (Lundén & Uggla, 1992), mas estes procedimentos ndo sdo mundialmente padronizados. Os cistos de tecidos
geralmente sao destruidos pelo congelamento a -12°C, e 0 armazenamento de carne em temperaturas mais altas nao
mata os cistos teciduais, pois eles sobrevivem ao armazenamento a temperatura de 4°C a 6°C por até dois meses
(Jacobs, Remington & Melton, 1960).

TRANSMISSAO POR TAQUIZOITAS

O taquizoita € um organismo delicado incapaz de sobreviver fora do organismo de seu hospedeiro e € normalmente
destruido por secregdes gastricas. As formas pelas quais ele pode infectar sao por transmissdo placentaria da mae
para o feto, por transfusao de leucdcitos (transfusoes de sangue comuns sdo virtualmente livres de risco) e acidentes
laboratoriais. Taquizoitas em contato com a face podem penetrar a cérnea e a mucosa bucal.

Embora 7. gondii tenha sido encontrado no sémen de machos de cabras e de ovelhas e do homem, praticamente
nao ha risco de infeccdo venérea. Também foi encontrado na saliva, mas nao existem evidéncias de sua difusao
pelo beijo. A infecgdo por 7 gondii pode ser transmitida por transplantes, e a infeccdo ativa pode surgir de duas
maneiras: primeiro, do implante de érgdos ou de medula éssea de um doador infectado em um receptor ndo imune
imunocomprometido; segundo, de um doador ndo infectado em um receptor imunocomprometido com infecgdo
latente, que € ativada pelo préprio procedimento. Nesses casos, tanto os taquizoitas quanto os cistos teciduais podem
estar envolvidos, apesar da maior probabilidade de envolvimento dos cistos. A terapia citotéxica e imunossupressora
administrada ao receptor aumenta as chances de infecgdo ativa em ambas as circunstancias.

T’ gondii pode ser encontrado no leite (Dubey, 1980). Se presente, hd um pequeno risco de transmissao relacionado
ao leite de vaca. Esse risco, porém, € eliminado porque o leite de vaca geralmente é consumido depois de passar pela
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pasteurizagdo ou pela fervura. A toxoplasmose em humanos foi circunstancialmente relacionada a ingestao de leite
de cabra nao processado ou de leite humano (Bonametti et al., 1997b). O leite de cabra é mais facilmente digerido por
criancas do que o leite de vaca.

A prevaléncia de 7 gondii em ovos de galinha € extremamente baixa e a ingestdo de ovos malcozidos nado é
considerada um fator de risco importante para toxoplasmose (Dubey, 2009). Entretanto, os ovos devem ser
completamente cozidos antes do consumo humano em razdo dos riscos de infeccao por outros patégenos.

A parasitemia durante a gravidez pode causar inflamacao da placenta e disseminagdo de 7 gondii para o feto.
Em mamiferos complexos (humanos, ovelhas, cabras, porcos), a infeccdo congénita ocorre principalmente se a fémea
gravida se infecta durante a gravidez. Diferentemente do que acontece em humanos, infec¢des congénitas repetidas
podem ocorrer em ratos ou hamsters e talvez em outros mamiferos pequenos. Ratos congenitamente infectados
podem produzir ratos congenitamente infectados por dez ou mais geracdes e podem nao desenvolver anticorpos
contra 7. gondii, provavelmente por causa da tolerancia imune (Dubey et al., 1995). Embora as informagoes sobre
as infeccdes congénitas nesses mamiferos pequenos geralmente ndo sejam mais relevantes do que as observadas em
mamiferos maiores (como os humanos), questdes bioldgicas especificas podem ser resolvidas nesses hospedeiros. Por
exemplo, € intrigante o fato de que em ratos infectados por cepas virulentas e nao virulentas somente a forma néao
virulenta tenha atravessado a placenta. A cepa do rato, o estdgio do parasita e a forma de inoculacao podem afetar a
taxa de transmissao congénita.

EPIDEMIOLOGIA

Ainfecgdo por 7" gondii em homens e em animais é muito disseminada ao redor do mundo, mas varia em diferentes
areas geograficas de um pais. As causas para essa variacdo ainda ndo sao conhecidas. Condi¢oes ambientais podem
determinar o grau de disseminagdo natural de infecgdo por 7 gondii. A infeccdo pode ser mais prevalente em climas
quentes e em dreas de baixa altitude do que em climas frios e regides de montanha, e também mais prevalente em
areas imidas do que em dreas secas, mas esse quadro ndo € universal. Isso provavelmente € relacionado a esporulagao
e a sobrevivéncia de oocistos no ambiente.

Habitos culturais e de higiene podem apresentar um papel importante na transmissao. Por exemplo, na Franga,
a prevaléncia soroldgica de 7" gondii ¢ relativamente alta. Isso se deve provavelmente aos habitos de alimentagao e
cozimento. O habito de comer carne crua ou malpassada estd de alguma maneira relacionado a altos padroes de vida
e ¢ mais prevalente no mundo ocidental. A maioria dos asidticos cozinha bem a carne que consome. Em paises em
desenvolvimento, o porco é geralmente bem cozido antes do consumo em virtude da presenca de 7richinella spiralis
e Taenia solium. Essas diferencas nos habitos de cozimento podem ser em parte responsaveis pelas menores taxas de
prevaléncia de infecgdes por 7' gondii em algumas regides da Asia e Africa do que na Europa e América. As fontes de
carne para infecgdo por 7 gondii em humanos podem depender da infeccdo em animais de corte locais. Nos Estados
Unidos, ndo se detectou infeccdo por 7" gondii na carne bovina, e as carnes de cavalo ndo sao frequentemente ingeridas
por humanos. As aves sdo geralmente bem cozidas antes do consumo. A ingestao de cordeiro € provavelmente uma
importante fonte de infeccdo por 7’ gondii em muitos paises; entretanto, o consumo de carne de cordeiro nos Estados
Unidos e em outros paises ¢ relativamente pequeno (Dubey et al., 2005).

A proporcdo de infeccdo humana por 7’ gondii causada pela ingestao de carne crua ou malpassada contendo cistos
teciduais e a porcentagem de casos decorrentes da presenca de oocistos nas maos ou em vegetais nao lavados ndo sao
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conhecidas; mas € provavel que em lugares onde hd muitos gatos, mesmo os domésticos, como em partes da Costa
Rica e do Brasil, os oocistos sejam a principal fonte, ao passo que em Paris, onde os gatos sdo mais bem controlados e
onde se come muita carne crua ou malpassada, os cistos teciduais sejam a principal fonte. No futuro, pode ser que seja
possivel diferenciar os dois tipos de infecgdo sorolégica, com base em métodos para detectar anticorpos de estagios
especificos. Os estudos de avaliagoes de risco devem levar em conta que 7 gondii pode ser transmitido de muitas
maneiras e que 0os gatos estao presentes praticamente em toda parte, enquanto os resultados das avaliagdes podem
variar de acordo com as questoes formuladas. Bons exemplos de estudos de avaliacdo de risco sdo dados em Jones e
colaboradores (2006). Entretanto, as pesquisas sorolégicas que compararam a presenca de infeccdo e o contato das
pessoas com gatos forneceram resultados equivocados. Algumas encontraram uma associagdo, outras ndo. A razao
disso pode estar nas questdes elaboradas e na faixa etdria pesquisada; o gato do vizinho pode disseminar 7. gondii
tanto quanto o gato do dono, portanto ndo é o contato com o gato que importa, mas sim o contato com 0 00cisto
presente nas fezes do gato, que € um perigo universal. As fezes do felino geralmente sdo duras e podem permanecer
confinadas a dreas de defecagao por um longo tempo.

Aextensao da infecgdo por 7. gondii em gatos depende da disponibilidade de aves e pequenos animais infectados,
que, por sua vez, se infectam por meio da ingestao de oocistos. Poder-se-ia esperar que a prevaléncia fosse maior em
gatos de areas rurais do que de dreas urbanas, e maior em gatos selvagens do que em gatos domésticos. Nao existem
dados sobre a importancia relativa dos diferentes hospedeiros intermedidrios como fontes de infeccao para gatos.
Historicamente, os gatos sao animais domésticos que auxiliam o combate a roedores. 7 gondii pode lesionar o
tecido neural de ratos e camundongos infectados, causando prejuizo no aprendizado e na meméria e anormalidades
comportamentais (Webster, 2001). Roedores infectados por 7 gondii podem se tornar menos neofdbicos, levando
a uma menor aversao ao odor de gatos. A hipétese de que 7 gondii pode manipular o comportamento de seu
hospedeiro para sua prépria vantagem ¢ fascinante (Lamberton, Donnelly & Webster, 2008). Esse comportamento
pode ajudar a garantir que os roedores infectados por 7 gondii sejam comidos pelos gatos e o que o ciclo de vida
do parasita seja preservado.

Como dito anteriormente, os oocistos esporulados sobrevivem por longos periodos sob condicdoes ambientais
moderadas. Portanto, € plausivel que frutas e vegetais crus provenientes de solo contaminado com 7. gondii ingeridos
possam causar infeccao. Além disso, os humanos podem adquirir toxoplasmose por meio de caes domésticos que
brincaram com fezes infectadas de gatos (Etheredge & Frenkel, 1995).

Brasil — Epidemiologia e Fatores de Risco

Uma revisdo recente demonstrou o grande dnus da toxoplasmose clinica no Brasil (Dubey et a/., 2012). Investigagoes
prévias no pais descobriram aglomerados de doenca em um semindrio (Magaldi e al., 1967), em grupos familiares de
baixo poder socioecondmico, em estudantes de universidades (Magaldi et a/., 1969) e em pessoas que tomavam banho
em uma lagoa (Tiribo et al., 1970). Apesar de ndo fornecer provas definitivas de que a dgua de lagoa € uma fonte da
infeccao, este dltimo estudo levantou a possibilidade de que as pessoas podem ser infectadas por 7. gondii enquanto se
banham ou nadam em dguas contaminadas com oocistos, presumivelmente por engolirem dgua. A ingestao de dgua
foi diversas vezes associada a infec¢do por 7 gondii no Brasil (Bahia-Oliveira et al., 2003; Heukelbach et al., 2007).
Uma vez que 7' gondii é resistente a inativagdo por cloro, uma filtragdo especial € necessdria para tratar a dgua potédvel
que pode estar contaminada com oocistos.

Diversos fatores de risco relacionados a alimentos, fezes de gato ou solo infectados foram descobertos em varias
regides do Brasil. Em um estudo que apresentou andlises de uma dnica varidvel, Barbosa, Carvalho Xavier Holanda
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e Andrade-Neto (2009) descobriram uma forte associagdo entre o contato com cdes e gatos e a infec¢do pelo parasita.
Gatos domésticos também foram associados a infeccdo por 7' gondii em criangas no municipio de Jataizinho. Embora
0s gatos estejam associados a infeccdo nesses estudos, ndo se demonstrou que o contato com os animais seja um
fator de risco associado a infecgdes recentes por 7 gondii no municipio de Erechim (Jones et al., 2007a). Conforme
constatado anteriormente, o risco de infec¢des decorre da exposigdo das fezes de gato contaminadas com oocistos, que
geralmente acontece somente por algumas semanas durante a vida. Em muitos casos, o maior risco de infecgdo por 7
gondii para algumas pessoas origina-se de gatos da vizinhanca ou de gatos selvagens que defecam em jardins ou em
caixas de areia, ou perto de correntes de dgua. Outros fatores de risco para infeccdo por 7 gondii em estudos brasileiros
incluem a ingestao de carne malpassada e a ingestao de cordeiro congelado (0 congelamento caseiro geralmente néo
¢ suficiente para matar 7 gondii) (Jones et al., 2007b; Avelino et al., 2004). Um estudo prévio em Minas Gerais
sugeriu que carne de porco pouco cozida ou vegetais contaminados com 7' gondii do solo foram as fontes da infeccdo
(Coutinho, 1982). Francisco e colaboradores descobriram uma associacao entre o 7oxocara canis (um helminto do
solo) e a soropositividade para 7~ gondii, sugerindo um risco pds-natal relacionado ao solo (Francisco et al., 2006).
Nos seus estudos em Campos, Silva e colaboradores demonstraram altos niveis de contaminagao ambiental pela alta
soroprevaléncia (65%) em frangos criados livremente (Silva et al., 2003), e Dubey e colaboradores descobriram que
39% dos frangos de quatro municipios do estado Sdo Paulo foram naturalmente infectados com 7 gondii (Dubey et
al., 2002). O solo e a dgua contaminados sdo a fonte de infeccdo mais provavel dessas aves em ambos os estudos.
Cavalcante e colaboradores (2006) descobriram que vegetais cultivados em hortas particulares (em adicdo a dgua
tratada) constitufram um fator de risco nos seus estudos no estado de Ronddnia, também sugerindo a dgua e o solo
contaminados como fontes de infecgdo. Acredita-se que 7. gondii exista em solo brasileiro hd muitos anos (Coutinho,
Lobo & Dutra, 1982).

SOROPREVALENCIA

A infeccdo por 77 gondii é muito disseminada entre os humanos, e sua prevaléncia varia muito de local para
local. A prevaléncia da infeccdo humana variou de um minimo de 4% na Coreia para um maximo de 92% no Brasil.
O teste sorolégico e o ponto de corte usados sao uma consideracdo importante em qualquer pesquisa. Por exemplo,
os titulos dye test (DT) podem declinar a tal ponto que os anticorpos sao detectaveis somente no soro nao diluido.
A infecgdo € frequentemente mais comum em climas quentes e em dreas de baixa altitude do que em climas
frios e regides de montanhas. Isso estd provavelmente relacionado a condigdes que favorecem a esporulacado e a
sobrevivéncia de oocistos.

Existem indicios de um declinio na prevaléncia e taxa de infeccdo nos EUA e na Europa (Jones et al., 2007a) e
as razoes sugeridas sao: manutencdo mais higiénica de chiqueiros; aumento da proporcao de carne congelada; e
educacdo em saude.

Existem poucos relatos sobre a soroprevaléncia em crian¢as pequenas. Em um estudo com quinhentas criancas
guatemaltecas de 3-10 anos de idade, anticorpos foram encontrados em 37,8%; a soroprevaléncia aumentou de 25% aos
3 anos de idade para 45% aos 5 anos de idade (Jones et al., 2005). Souza e colaboradores (1987) encontraram grandes
diferencas na soropositividade entre 608 escolares de duas localidades — Bonsucesso (166 criancas) e Jacarepagua
(442 criangas) — e dois grupos etdrios (6-8 anos e 12-14 anos) na cidade do Rio de Janeiro. Em geral, 68,4% das 608
criangas foram soropositivas (indirect fluorescent antibody — IFA, 1:16). Os resultados indicam uma taxa muito alta de
transmissao pés-natal de 7" gondii durante a infancia.
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Frenkel e colaboradores (1995) descobriram que 72 das 571 (12,6%) criancas na cidade do Panama se soroconver-
teram entre 1 e 6 anos de idade.

A prevaléncia da infeccdo varia entre os grupos €tnicos, mas isso € considerado secundario aos hédbitos sanitdrios
e de alimentacdo e ndo as diferencas genéticas. A maioria das pesquisas demonstrou uma prevaléncia rural maior do
que a urbana, mas algumas ndo mostraram diferencas, e algumas acharam uma prevaléncia mais alta em individuos
de areas urbanas do que rurais (Dubey & Beattie, 1988). Uma prevaléncia maior foi encontrada em pessoas que
tiveram muito contato com o solo e com animais (Dubey & Beattie, 1988). Além dos trabalhadores de abatedouros,
descobriu-se que a infeccdo por 7 gondii é comum em lixeiros (Dubey & Beattie, 1988).

Brasil — Soroprevaléncia

Historicamente, estudos populacionais de soroprevaléncia no Brasil demonstraram uma prevaléncia relativamente
alta de anticorpos contra 7 gondii. Por exemplo, Lamb e Feldman examinaram recrutas militares (de idade entre 16
e 39 anos, 73% abaixo dos 20 anos de idade) com amostras coletadas em 1964 em todo o Brasil e acharam uma
soroprevaléncia de 52% (Lamb & Feldman, 1968). Walls e Kagan (1967) também examinaram essa populagao, mas
usaram um teste de hemaglutinacdo indireta em lugar do teste de coloragao utilizado por Lamb e Feldman, e descobriram
taxas de soroprevaléncia de 12% a 55%, as mais altas das quais nas dreas do norte do Amazonas, Pard e Maranhao. Os
estudos feitos por Walls e Kagan e Lamb e Feldman nao sao diretamente comparaveis porque diferentes testes foram
usados; entretanto, ambos sdo populacionais e demonstram uma prevaléncia relativamente alta de anticorpos contra 7.
gondii numa populacdo predominantemente de adultos jovens. Em 1975, Ricciardi e Sandoval relataram a prevaléncia
de anticorpos contra 7 gondii de vinte estados brasileiros testados por imunofluorescéncia indireta e descobriram
positividade sorolégica variando de 42,1% (0-5 anos de idade) a 84% (> 50 anos de idade), com a maior prevaléncia
na regido Sudeste do Brasil (Ricciardi & Sandoval, 1975). Embora os métodos de amostras ndo tenham sido descritos
nesse relato, os resultados demonstram uma alta prevaléncia de infec¢do por 7’ gondii nas principais regides do Brasil.

Nao ha estudos populacionais nacionais recentes sobre a prevaléncia de 7. gondii no Brasil; entretanto, Pappas,
Roussos e Falagas inclufram recentes artigos (1999-2008) que avaliaram a populacdo de diferentes dreas da
América Latina, incluindo o Brasil, na sua avaliagdo global da soroprevaléncia de 7 gondii (Pappas, Roussos &
Falagas, 2009). A maioria dos estudos brasileiros e latino-americanos demonstrou altas taxas de soropositividade,
incluindo as populagoes indigenas (Béia et al., 2008), com a excecao de um estudo de Brasilia (Cabral et al., 2008),
conforme observado por Pappas e colaboradores. Os autores especulam que Brasilia pode possuir uma estrutura
socioecondmica diferente da do resto do pafs porque é uma cidade recentemente construida para servir de capital
federal. Demonstrou-se que o status socioecondmico correlaciona-se com a soroprevaléncia de 7" gondii em uma
cidade brasileira (Campos), sendo o grupo socioecondmico mais alto o de menores taxas de soroprevaléncia
(Bahia-Oliveira et al., 2003).

Quando analisados em conjunto, os estudos brasileiros de soroprevaléncia e de fatores de risco indicam uma
taxa de infeccdo por 7 gondii varidvel, mas relativamente alta, que pode estar associada com o solo, a d4gua ou a
alimentagao, dependendo do local e de estudos especificos. Por causa da alta probabilidade de infeccao por diversas
fontes, e em razdo da probabilidade de cepas virulentas do organismo levarem a doenga ocular ou congénita, medidas
preventivas de higiene devem ser integralmente praticadas (ver Prevencdo e Controle, a seguir). Entretanto, mesmo
com todas as medidas higiénicas, a infeccdo por meio do solo, da d4gua e de alimentos contaminados por 7. gondii pode
ser dificil de evitar completamente. Por esta razdo, parece que o melhor meio de prevencdo seria o desenvolvimento
de uma vacina segura e eficaz.
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PREVENGAO E CONTROLE

Para prevenir a infecgdo por 7 gondii, devem-se lavar as maos com sabao e dgua apds a manipulacdo de carne.
Todas as tabuas de corte, pias, facas e outros materiais que entrarem em contato com a carne nao cozida devem
ser lavados com dgua e sabao porque os espécimes de 7 gondii na carne podem ser mortos pela dgua. A carne de
qualquer animal deve ser cozida até que a temperatura interna alcance 66°C (Dubey et al., 1990) antes do consumo
humano ou animal, e deve-se evitar provar a carne enquanto estd sendo cozida ou temperar salsichas feitas em
casa. O tempo de cozimento varia com a espessura e o tipo de corte da carne, ndo sendo confiavel o cozimento no
forno de micro-ondas. O congelamento da carne a uma temperatura interna de -12°C € eficaz para matar cistos
teciduais; o congelamento da carne ao longo da noite em um congelador doméstico suficientemente frio é eficaz
em matar a maior parte dos cistos teciduais. Salgar, curar, defumar e adicionar produtos a carne para realcar a
cor e o sabor (solugdes de realce) pode ter efeitos deletérios na viabilidade de 7 gondii na carne, mas hd muita
variabilidade nos padrdes destes procedimentos para que se possa fazer uma recomendagao segura (Dubey et al.,
1997). Mulheres gravidas e pessoas imunossuprimidas, em especial, devem evitar contato com fezes de gatos,
solo e carne crua. Gatos domésticos devem ser alimentados somente com comida seca, enlatada ou cozida. A caixa
de residuos do gato deve ser esvaziada todos os dias (para prevenir a esporulacdo de oocistos), preferivelmente
nao por uma mulher gravida ou pessoa imunossuprimida. Luvas devem ser vestidas durante a jardinagem, troca
da caixa de residuos do gato e durante o manuseamento de solos potencialmente contaminados com suas fezes.
Os donos também devem ser aconselhados a manter seus caes longe dessas caixas de residuos para prevenir a
ingestdo e transmissao pelos oocistos (Frenkel, Lindsay & Parker, 1995). Os vegetais devem ser bem lavados antes
da ingestao porque podem ter sido contaminados por solo contendo fezes de gato. A irradiacdo a 50 krads ou o
processamento de alta pressdo a 400 MPa sdo efetivos em matar cistos teciduais (Dubey et al., 1986; Dubey &
Thayer, 1994) e oocistos (Dubey et al., 1996; Dubey, 1998).

Para prevenir a infeccao em gatos, eles nunca devem ser alimentados com carne ndo cozida, visceras ou 0ssos, e
esforgos devem ser feitos para manter os gatos dentro de casa para prevenir a caca. Entretanto, se uma escolha tiver de
ser feita, a carne congelada é menos contagiosa do que a carne fresca, e a carne bovina tem uma probabilidade menor
de conter 7. gondii do que a carne de cavalo, porco, carneiro ou a carne de caga selvagem. Como 0s gatos nao podem
extrair vitamina A de fontes vegetais, alguns donos alimentam seus gatos com figado cru para melhorar a pele do
animal. Essa pratica deve ser interrompida porque os cistos teciduais de 7. gondii frequentemente sdo encontrados no
figado de animais comestiveis, e porque as ragoes de gatos contém os nutrientes mais essenciais e nao ha necessidade
de alimentar os gatos com carne crua. As latas de lixo também devem ser cobertas para evitar que sejam manipuladas.
Os gatos deveriam ser castrados para controlar a populacao felina.

Porcos e outros animais mortos devem ser removidos prontamente de chiqueiros para impedir o canibalismo entre
0s porcos e a manipulagdo pelos gatos. Carneiros que abortaram devido a toxoplasmose geralmente nao apresentam
abortos recorrentes por esta patologia e, portanto, podem ser salvos para procriagao futura. Membranas fetais e fetos
mortos ndo devem ser manuseados sem prote¢do e devem ser enterrados ou incinerados para prevenir a infecgdo de
felinos e outros animais na fazenda. Os gatos nao devem permanecer perto de ovelhas gravidas e cabras, e graos
devem ser cobertos para prevenir a contaminagao por oocistos.

Para prevenir a infeccdo de animais de zooldgico por 7 gondii, os gatos, incluindo todos os felideos selvagens,
devem ser mantidos em um local separado de outros animais, particularmente marsupiais e macacos do Novo
Mundo. Como regra, nao se devem alimentar gatos com carne crua. A disseminacdo de oocistos de 7 gondii
no zooldgico deve ser evitada devido a potencial exposi¢do aos animais e pessoas. As vassouras, pds € outros
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equipamentos usados para limpar as jaulas dos gatos e dreas delimitadas para gatos devem ser autoclavados ou
aquecidos a 70°C por pelo menos dez minutos. Durante a limpeza das jaulas, os cuidadores de animais devem
utilizar mascaras e roupas de protecao.
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infeccdo por 7oxoplasma gondii apresenta varios aspectos relevantes que tornam a abordagem diagndstica no
laboratério um continuo desafio e uma renovagao infindaveis (Candolfi et a/., 2007; Flori et al., 2009; Garweg,
2005; Kasper et al., 2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006).

As diversas formas de apresentagao clinica, desde as assintomadticas até as formas localizadas, o acometimento
durante a gestacdo e a possibilidade de transmissdo para o feto, a ocorréncia em pacientes imunodeprimidos sdo
algumas das situagoes que fazem que o diagndstico laboratorial assuma um aspecto de curiosidade constante e gere
a necessidade de atualizagao frequente (Candolfi et a/., 2007; Flori et al., 2009; Garweg, 2005).

Em razdo de toda essa complexidade, desenvolveram-se numerosos recursos laboratoriais, e sua interpretacao
requer muito mais do que a andlise isolada de cada um deles, seja sob a dtica da sensibilidade, da especificidade
ou de qualquer parametro analitico. Ha necessidade de avaliar os resultados de forma integrada e evolutiva,
respeitando o momento provavel da infecgdo e os limites de cada um dos recursos diagndsticos acessérios (Garweg,
2005; Kasper et al., 2009).

Como em muitas outras situagoes da nosologia humana, o diagndstico das doencas infecciosas pode ser abordado
por uma ‘via direta’, que inclui a detec¢ao do préprio microrganismo ou de suas partes constitutivas (proteinas, acido
nucleico), ou por ‘vias indiretas’ (deteccao de anticorpos ou citocinas, por exemplo) (Kasper et al., 2009; Kodym et
al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006). Da mesma forma que nas demais situacoes
médicas, a interpretagdo de qualquer resultado laboratorial também requer a integragdo de informagoes clinicas e
epidemioldgicas, e de outros dados laboratoriais, para que se possa chegar a um grau maior de consisténcia e o
conjunto dos dados permita o maior valor preditivo possivel (Garweg, 2005).

Assim, por exemplo, resultados laboratoriais de qualquer natureza, isolados, sem o apoio em dados clinicos e
obtidos de um individuo de uma populagao de baixissima prevaléncia de uma doenga, tém valor preditivo muito
diferente daquele obtido quando se emprega o mesmo recurso técnico, qualquer que seja ele, em paciente com forma
clinica compativel e oriundo de uma populacao com elevada incidéncia de uma determinada doenga (Garweg, 2005).
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Dessa forma, esse posicionamento vai pautar a analise de todos os dados e técnicas aqui apresentados e, embora
isso possa nos parecer dbvio, estd na raiz de varios problemas interpretativos, quando passamos a empregar 0s
diferentes recursos laboratoriais existentes a nossa disposicao na solucdo pratica de problemas na clinica.

DIAGNOSTICO DIRETO

Essa abordagem diagndstica visa a identificar a presenga no plasma ou nos liquidos biolégicos (liquido amnidtico,
humor aquoso, liquido cefalorraquidiano, entre outros) do préprio agente etioldgico ou de componentes da estrutura
do parasita (proteinas ou dcido nucleico).

0 isolamento do toxoplasma nao € realizado, na pratica, com a finalidade de diagnéstico. O processo envolve
a inoculagdo do material bioldgico mais frequentemente em culturas de células de rim de macaco verde africano
(Vero). Esse procedimento requer instalagoes laboratoriais relativamente sofisticadas, que permitam a manutengao
de células em cultura, e isso acarreta um custo considerdvel para cada teste individual (Garweg, 2005). Além disso,
por ser um procedimento que envolve a inoculagdo do material biolégico em cultura de células, a multiplicagao
do agente e, posteriormente, a identificacdo do agente (imunofluorescéncia, imunoperoxidase, deteccao de acido
nucleico ou protefnas), o tempo para que todo esse processo ocorra ¢ forcosamente longo e, consequentemente,
inviabiliza seu uso clinico.

Outro recurso laboratorial direto que serd apenas mencionado, tendo em vista ser de uso excepcional e restrito a
poucos laboratérios de referéncia, é a deteccao do parasita apés a inoculacao em células ou animais de laboratério.
O material bioldégico pode ser inoculado em periténio de camundongos e, apés o periodo de incubagao, detectado e
identificado por técnicas de coloracdo direta ou técnicas moleculares (Garweg, 2005).

Na prética, o recurso direto mais empregado sao as técnicas de biologia molecular, entre as quais as numerosas
variantes de amplificacdo do DNA do toxoplasma, como a PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Em linhas gerais, trata-
se da construcdo de um segmento de DNA denominado primer ou iniciador, cuja sequéncia de bases é complementar
a uma sequéncia do DNA do parasita que se quer identificar, denominada ‘alvo’. Para que o procedimento tenha
desde o inicio maior sensibilidade, escolhem-se sequéncias-alvo repetitivas. Em nosso caso especifico, ha dezenas de
sequéncias-alvo ja descritas (B1, RETg, AF146527), embora as mais empregadas na pratica sejam o gene B1, repetido
cerca de 35 vezes no genoma, € o gene AF146527, repetido de 250 a 300 vezes (Sensini, 2006).

Essa amplificagdo ocorre pela alternancia de trés ciclos: dissociacao da dupla hélice de DNA do parasita por agao
do calor; pareamento da sequéncia sintetizada B1, AF ou outra com o segmento-alvo; duplicacdo da sequéncia-alvo
por acdo da DNA polimerase. As temperaturas usadas no processo podem ser discretamente diferentes, as enzimas
empregadas para duplicacdo da sequéncia-alvo podem ser distintas e o nimero de ciclos pode também ser diferente.
Além desse modelo tradicional de PCR, foram descritos varios protocolos de PCR em tempo real, em que o sinal
decorrente da duplicacdo do DNA € emitido e captado a cada vez que € gerado, ndo sendo necessario acompanhar
a reacdo até o fim (de 35 a 40 ciclos). O coeficiente de variagdo desse tipo de amplificacdo é muito menor do que o
observado na PCR convencional, levando a valores de deteccao muito mais precisos.

Assim, foi descrita uma pletora de protocolos diferentes, alguns dos quais sdo comercializados ou tiveram
desenvolvimento ‘caseiro’ (in house). Em decorréncia dessa diversidade, a comparagao entre esses protocolos € dificil,
e os resultados obtidos com eles devem ser comparados com muito cuidado.

Outra fonte de variacdo entre os varios tipos de PCR refere-se ao processo de revelagdo do produto amplificado.
Este pode ser visualizado pelo emprego de um produto que se intercala entre as hélices do DNA (brometo de etidio
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ou Sybr Green) ou de uma sonda do tipo Tagman, que emite um sinal apés cada amplificagdo do material genético
(PCR em tempo real).

Para se ter uma ideia mais clara da variedade de protocolos de PCR, em 2009 foi publicado um trabalho em que
se identificaram, apenas nos 25 laboratérios da Franca que realizam o teste, 35 processos discretamente diferentes
quanto a uma ou mais caracteristicas. Nove desses centros usavam dois e até trés processos distintos. Entretanto,
em analise mais ampla, pode-se afirmar que os testes moleculares sao bastante sensiveis, especialmente se aplicados
entre a 182 e a 212 semana de gestagdo e pelo menos seis semanas apds a infeccdo materna, para que haja tempo de
o processo de infeccdo do feto ocorrer (se € que vai ocorrer) e o material genético do parasita poder ser detectado no
liquido amnidtico, no caso de uma infecgdo durante a gestacdo. Protocolos foram desenvolvidos para aplicagdo no
liquido cefalorraquidiano, no humor aquoso e no sangue (Garweg, 2005).

Hé& uma tendéncia atualmente de liberar resultados quantitativos desde que se disponha de uma curva de calibragao,
com quantidades conhecidas de DNA. Por sua vez a deteccao pura e simples do DNA do parasita ja é forte indicativo de
infeccdo. Voltamos a enfatizar que resultados, especialmente os quantitativos, obtidos com procedimentos diferentes
nao devem ser comparados.

As técnicas moleculares tém sido empregadas também para o diagndstico de infecgdes oculares, do sistema
nervoso central e de material de biépsias (Garweg, 2005; Kasper et al., 2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni
et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006). Entretanto, é preciso que as metodologias empregadas sejam validadas
para emprego nesses materiais clinicos distintos, e se deve tomar o cuidado de amplificar um gene constitutivo (tipo
betaglobina) para validar a realizacao do teste e seu resultado.

Outra recomendacdo que nos parece relevante € a de que a deteccao do DNA do parasita na amostra clinica nao é
sinénimo de ma-formacao fetal; ela indica forte probabilidade de infeccao do feto ou a presenca do parasita em outro
liquido bioldgico (liquor, humor aquoso), porém nao € forcosamente indicativa de lesdo (Garweg, 2005; Kasper et al.,
2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006).

DIAGNOSTICO INDIRETO

A forma mais amplamente difundida de diagnédstico e mais empregada na pratica clinica é a pesquisa de
anticorpos. Nesse aspecto, existem vdrias técnicas que se utilizam de caracteristicas distintas de abordagem
(neutralizacdo, imunoquimica) e que permitem até mesmo caracterizar o isétipo e a subclasse do anticorpo detectado
(Kasper et al., 2009).

A técnica considerada padrdo-ouro do diagnéstico € a reacao de Sabin-Feldman ou teste do corante (dye test)
(Kasper et al., 2009). Esse procedimento trabalha com toxoplasmas vivos e diluidos em concentragdes decrescentes do
soro a ser testado. Os anticorpos contidos no soro, na presenca de complemento, irdo neutralizar taquizoitas vivos;
e o corante (azul de metileno) presente na amostra nao penetrard no parasita. Caso nao haja anticorpos no soro, o
corante serd captado pela célula do parasita, que adquirird um tom azulado. O titulo final serd a maior diluicao que
evita a captura do corante.

Embora assim descrita pareca simples, essa técnica depende do controle rigoroso de numerosos fatores,
especialmente da manutencgao de toxoplasmas vivos em animais ou em cultura de células, além do preparo didrio do
corante, a subjetividade da leitura, o que a torna de dificil uso rotineiro fora de laboratdrios de referéncia e pesquisa.
Entretanto, é com essa técnica que todas as demais devem ser comparadas sempre que for descrita nova metodologia
para deteccao de anticorpos (Garweg, 2005; Kasper et al., 2009).
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Os recursos mais amplamente utilizados na pratica sdo as técnicas chamadas de fase sélida, uma vez que empregam
uma superficie plastica sobre a qual sdo fixados antigenos do toxoplasma. Esses diferentes antigenos da estrutura
do parasita, dependendo das vdrias técnicas descritas, capturam os anticorpos presentes na amostra analisada, e
a ligacdo antigeno-anticorpo é revelada na sequéncia, pelo emprego de outro processo imunolégico (anticorpo de
outra espécie animal dirigido contra a imunoglobulina humana) e pela emissdo de um sinal (uma cor, uma radiagéo
luminescente, por exemplo), medido por um sensor (Kasper et al., 2009; Kodym et al., 2007).

Os antigenos empregados nessa fase sélida sao selecionados com base em sua capacidade de gerar anticorpos na
infeccdo natural, predominantemente na fase aguda. Alguns produtos comerciais empregam antigenos de fases um
pouco mais precoces, enquanto outros utilizam antigenos de fases um pouco mais tardias da infeccao. Essa seria uma
das razoes pelas quais existem algumas diferengas entre os métodos (Kasper et al., 2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-
Pettazzoni et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006).

Da mesma forma, dependendo da natureza do sinal gerado pelo complexo imunolégico formado e captado pelo
sensor, essas técnicas poderdo ser mais ou menos sensiveis (Garweg, 2005; Kasper et al., 2009). Nos dltimos 15
anos houve uma tendéncia por parte dos fabricantes dos conjuntos diagndsticos (kits) para desenvolver testes com
sensibilidade cada vez maior; isso ocorreu em consequéncia da maior sobrevida dos pacientes com varias formas
de imunocomprometimento (HIV-soropositivos, pacientes submetidos a transplantes de 6rgaos, entre outros), que
requerem testes mais sensiveis para detectar a pequena quantidade de anticorpos que produzem. A contrapartida
disso € que os testes comprometeram, dessa forma, sua especificidade, uma vez que nao existe forma de aumentar
a sensibilidade de um teste sem que haja algum comprometimento da especificidade, considerando-se a prépria
natureza da resposta imune e a curva de sinal-resposta dos testes diagndsticos.

Assim, ao se detectarem moléculas das classes IgM ou IgA com sensibilidades cada vez maiores, passaram-se a
detectar também moléculas dirigidas contra outros antigenos semelhantes, porém distintos daqueles do toxoplasma,
gerando reagoes falsamente positivas. Além disso, e de forma ainda mais relevante, mesmo as moléculas de IgM e IgA
especificas que, no passado, eram consideradas marcadores de doenca recente, passaram a ser detectadas, gragas a
maior sensibilidade das técnicas em uso atualmente, por muitos anos depois da doenca aguda, descaracterizando-as,
portanto, como marcadores de doenca recente. Dessa forma, toda vez que se identificam marcadores sorolégicos de
doenca recente (IgM e IgA), € imprescindivel que se avalie se isso realmente indica infeccdo recente ou, alternativamente,
a persisténcia de uma molécula por anos apds a infecgdo aguda (Sensini, 20006).

Uma vez que existe grande quantidade de produtos comercializados para identificacdo das imunoglobulinas,
vamos ater-nos a discussdo de aspectos mais genéricos, de interpretacdo dos resultados obtidos, sem fixar-nos
demasiadamente nos produtos em si, ja que as comparagoes citadas na literatura especializada nem sempre sao
realizadas segundo a técnica padrao-ouro e podem estar sujeitas a interpretacoes variadas pelos autores. Também nao
seria o escopo deste capitulo discutir uma série de resultados observados no emprego de outros antigenos nos testes
diagndsticos, ainda nao disponiveis na pratica, porém nao menos interessantes e eventualmente capazes de originar
testes melhores no futuro. Cabe ressaltar aqui a colaboragdo nesse aspecto de alguns grupos brasileiros de pesquisa
que tém contribuido significativamente para a geracao de conhecimentos.

Antes de tratarmos diretamente da avaliacdo da producao de anticorpos contra 7. gondii é preciso enfatizar um
dos principios fundamentais da patologia clinica, segundo o qual a avaliacao prospectiva da producao de anticorpos
contra qualquer agente infeccioso deve ser feita com o emprego da mesma técnica laboratorial, avaliando-se em
paralelo — na mesma corrida — as amostras sob andlise. Esse principio basico é frequentemente esquecido, e isso se
transforma em mais uma fonte de confusao na anélise de resultados obtidos em pacientes ou em situacoes especificas.
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Dindmica da Producao de Anticorpos Anti-T. gondii

Entre 15 e 40 dias, aproximadamente, apds a infecgao, ja € possivel detectar anticorpos dirigidos contra o parasita
no soro obtido de sangue periférico. Nesse primeiro momento, os anticorpos sdo principalmente das classes IgM e IgA,
e, embora essa produgao nao pudesse ser documentada com as técnicas usadas no passado, elas ocorrem e perduram
por muitos meses e até anos apds a infeccdo aguda. Essa € a razdo pela qual, em face de um resultado de IgM ou
IgA positivo, a principal preocupagdo deve ser determinar se elas representam episddio recente ou a continuidade de
producdo (durante meses ou anos) apds a infecgdo original (Sensini, 2006).

Entre uma e quatro semanas apds o inicio da produgao dos anticorpos das classes IgM e IgA, ocorre o chamado
switch de isétipo e se inicia a producgdo de IgG. Inicialmente, sdo produzidos anticorpos de baixa avidez e, apds
cerca de trés a quatro meses, os anticorpos da classe IgG produzidos sdo de alta avidez na ligagdo com os antigenos
(Sensini, 2006).

Andlises realizadas com o fracionamento de preparagdes antigénicas de 7" gondii revelaram que os anticorpos da
classe IgM e IgG se dirigem principalmente contra trés antigenos de pesos moleculares de 32 mil, 22 mil e seis mil
daltons. Além disso, os anticorpos da classe IgG apresentam um leque de reatividades muito mais amplo, podendo
identificar outras 17 fragdes antigénicas, além daquelas que também reagem com a IgM.

Os anticorpos da classe IgG costumam permanecer detectaveis pelo restante da vida dos individuos, embora
eles possam, em determinadas situagdes, atingir niveis muito baixos e ndo ser mais detectados por uma ou outra
metodologia (Sensini, 2006).

Procedimentos Laboratoriais para Detecgéo dos Anticorpos

Varias técnicas permitem a deteccdo de anticorpos na fase inicial, entre as quais a quimioluminescéncia, a
imunofluorimetria e os ensaios imunoenzimaticos em geral (aqui chamados genericamente de EIE ou Elisa) (Kasper
et al., 2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006). Conquanto sejam de
uso rotineiro para as IgGs, nao existem padroes universalmente aceitos para a quantificacdo das imunoglobulinas M
e A, o que dificulta comparagdes mais perfeitas.

Quando comparados entre si e com o teste padrao-ouro, as diferentes técnicas para deteccao de IgM revelam
sensibilidades relativas entre 90% e 100%, aproximadamente, e especificidades entre 75% e 95% (Kasper et al., 2009).
A concordancia média entre as técnicas gira ao redor de 92,4%. H4 testes calibrados para detectar anticorpos de fase
mais recente do que outros e, em funcdo disso, passam a ter sensibilidades e especificidades discretamente diferentes.
Novamente, essa comparagdo entre técnicas deve ser feita com muito cuidado, com amostras bem conhecidas, antes
de se tomarem decisoes definitivas.

Uma vez mais, é importante relembrar que a positividade da IgM, especialmente mas nao exclusivamente na
auséncia de IgG, nao indica obrigatoriamente diagnéstico de toxoplasmose aguda, ainda que em concentragdes por
vezes elevadas. Caso nao ocorra soroconversao de IgG nas poucas semanas seguintes a identificacdo da IgM, esse
resultado serd considerado falsamente positivo. Quando a IgG € positiva, ao lado da IgM, hd necessidade de testes
adicionais para saber se esse resultado é verdadeiramente positivo e mesmo se se trata de IgM associada a uma
infecgdo recente (teste de avidez, outras técnicas para deteccdo de IgM) (Candolfi et al., 2007; Flori et al., 2009;
Garweg, 2005; Kasper et al., 2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006).

A produgao de anticorpos da classe IgA segue dinamica semelhante a da IgM. O inicio da produgéao é praticamente
concomitante ao da IgM e, habitualmente, ela permanece detectavel por cerca de quatro meses. Entretanto, ha estudos
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que demonstram sensibilidade inferior em relagdo as técnicas para detecgdo de IgM e, além disso, permanéncia de IgA
por periodo superior a um ano. Dessa forma, o perfil IgM+/IgA negativo ndo exclui a possibilidade de infeccao aguda,
e o perfil IgM+/IgA+ ndo caracteriza infeccao aguda (particularmente se a IgG for negativa). A negatividade dos dois
marcadores, entretanto, torna a possibilidade de infeccdo aguda bastante remota em pacientes imunocompetentes.
Com os dados disponiveis atualmente, ndo ha razdes para interpretar esses perfis de forma distinta entre as gestantes.

Embora muito menos comumente realizada do que as determinagoes de IgM e IgG, a avaliacao das IgAs constitui
solicitagao relativamente frequente aos laboratérios de rotina e € muitas vezes realizada por laboratérios de referéncia
na tentativa de esclarecer casos dificeis. Essa determinagdo pode ser feita pela técnica de ISAGA (immunosorbent
agglutination assqy —ensaio imunoabsorvente de aglutinacdo) ou, mais frequentemente, por técnicas imunoenzimaticas
(Kasper et al., 2009).

A produgdo da IgA costuma ser detectdvel logo apds o inicio da producao de IgM, eventualmente uma semana depois,
e permanece detectavel por longos periodos, eventualmente um ano ou mais. Embora com as técnicas mais tradicionais
esse periodo de detectabilidade se restrinja a quatro meses aproximadamente e, portanto, se caracterize como um
marcador mais fiel de doenga recente do que a IgM, o uso de técnicas mais modernas e sensiveis acabou revelando que a
producdo de IgA também permanecia apds a fase inicial da doenga (Kodym et a/., 2007). Por essa razao, acredita-se que
a contribuicdo que a detecgdo de IgA traz seja, na prdtica, menor do que a trazida de fato no passado.

Com relagdo a producdo de 1gG, com o emprego das técnicas de fase sélida, a detecgdo se torna possivel logo
apos o inicio da produgao de IgM, seguindo-se ao switch de isétipo (Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al.,
2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006). Isso ocorre cerca de uma a trés semanas apds o inicio da producdo de IgM.
Inicialmente, essas moléculas produzidas sao pouco &vidas na ligagdo com os antigenos e, ao longo dos primeiros trés
a quatro meses apés a infecgdo, ocorre uma selecao de linfécitos B que produzem IgGs que se ligam com maior avidez
ao antigeno. Essa dinamica pode ser usada para determinar se os anticorpos da classe IgM produzidos sdo aqueles
associados a fase aguda (quando as IgGs sdo de baixa avidez) ou aqueles residuais que continuam a ser produzidos
anos apds a infeccao (quando as IgGs sao de alta avidez). No caso especifico da gestagao, ¢ importante que as gravidas
realizem o primeiro teste até a 162 semana de gestacao, pois, caso sejam detectados concomitantemente anticorpos
das classes IgM e 1gG, existe a possibilidade de avaliar o grau de avidez dos anticorpos da classe 1gG e verificar se
a infeccao ocorreu antes ou apds a concepgao (Candolfi et al., 2007; Flori et al., 2009; Garweg, 2005; Kasper et al.,
2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006).

Ha relatos na literatura especializada segundo os quais a introdugdo de terapéutica especifica contra o toxoplasma
pode alterar a dindmica do processo de geragao de anticorpos de alta avidez. Porém, ainda néo estd bem documentado
em que medida a introdugdo de drogas afetaria a interpretacdo dos niveis de avidez.

Mais recentemente, t€m sido descritos casos de pessoas cujo processo de amadurecimento das IgGs ndo evolui,
ou seja, ao longo dos anos o nivel de avidez ndo se altera substancialmente, sem que isso indique imunodeficiéncia.
Segundo alguns autores, esse fendmeno poderia ocorrer em até 5% das gestantes. Dessa forma, os autores que abordam
a questdo diagndstica sdo unanimes em afirmar que ndo se devem tomar medidas definitivas com base apenas em
uma determinacao isolada, de baixa avidez de IgG (Lefevre-Pettazzoni et al., 2006). Como regra geral, o nivel elevado
nao traria maiores dificuldades interpretativas.

Assim, caso os niveis de avidez ndo se elevem significativamente transcorridas de quatro a seis semanas, ¢é
possivel que as mulheres incluidas naquele percentual tenham uma caracteristica tal em seu sistema imune que esse
processo de auxilio ao diagndstico nao possa ser empregado.
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Atualmente, existem laboratérios que fazem uso de técnicas proprias de avaliacao de avidez, ao passo que outros
usam conjuntos comercializados. Dessa forma, ndo se recomendam comparagoes entre indices de avidez obtidos com
metodologias ou procedimentos distintos. Para que a avaliacdo do grau de avidez possa ser realizada, é necessario,
obviamente, que a dosagem de IgG seja positiva, com uma taxa de pelo menos 15 Ul/ml, para que seja possivel uma
interpretacdo minimamente confidvel (Candolfi et al., 2007).

Outra técnica de fase sélida recentemente langada, porém ainda ndo disponivel entre nds, € a técnica de Western
blot. Nessa técnica, antigenos purificados a partir do parasita sao separados em uma camada de gel produzido com
substancias dissociantes e sob acdo de uma carga elétrica. A seguir, os antigenos separados sao transferidos a uma
membrana de nitrocelulose (fase sélida) empregando-se, novamente, uma carga elétrica. Dessa forma, os antigenos
formam uma coluna proteica na nitrocelulose, que € cortada em tiras com cerca de 0,5 cm de largura por 8-10 cm de
extensdo. Na etapa seguinte da reacao, o soro dos pacientes sob andlise, diluido numa solucgéo apropriada, € aplicado
as tiras de nitrocelulose; caso existam anticorpos no soro, eles se ligardo aos antigenos dissociados sobre a fase
sélida, numa tipica reagdo antigeno-anticorpo. Essa reagdo sera revelada posteriormente pela adicdo de um complexo
formado pela fusdo de um anticorpo anti-IgG humana produzido em animais (como coelho ou cabra, por exemplo) com
uma enzima (mais comumente peroxidase). Apés uma etapa de lavagem, todo esse conjunto de proteinas (antigeno
parasitario-anticorpo humano-anticorpo animal + peroxidase) é revelado pela adi¢do de um produto formado por
um substrato da peroxidase e que, ao ser desdobrado por ela, resulta em uma substancia insoltvel. Esta se precipita
na nitrocelulose, formando um ‘borrao’ (blot). Nesse momento, pode-se observar desde nenhum borrao até varios
borrdes, que, devidamente interpretados, indicardo a presenga ou nao de anticorpos especificos contra 7. gondii.
Segundo alguns trabalhos citados na literatura, essa técnica apresenta elevada sensibilidade e especificidade quando
comparada ao dye test.

Uma ultima técnica usada para deteccdo de imunoglobulinas em geral (IgM, IgG, IgA e IgE) e que € util como
técnica de fase sélida é o ISAGA (Candolfi et al., 2007; Kasper et al., 2009; Sensini, 2006). E restrito a laboratérios
de referéncia, mas, por ser frequentemente citado, consideramos oportuno descrevé-lo aqui. Trata-se do emprego de
uma microplaca de material plastico (fase sélida) com 96 orificios, a cujas paredes internas sao adsorvidos anticorpos
produzidos em animais (coelhos, cabras, entre outros) e dirigidos contra regides especificas de cada tipo de isétipo
de imunoglobulina que se queira detectar (existem ISAGAs para deteccao de 1gG, IgM, IgA, IgE). A seguir, incuba-se
o material sob avaliacdo. Seguem-se uma lavagem e incubacdo com antigenos do parasita. Se houver aglutinagdo
(avaliada visualmente e de forma semiquantificada), a reagdo serd considerada positiva para aquele isdtipo; caso
contrario, serd negativa para esse mesmo isétipo.

Ainda que restritas a laboratérios de referéncia, existem algumas técnicas de avaliacdo de IgG empregadas para
definir a época em que teria ocorrido a infecgao toxopldsmica, especialmente no seguimento da gestacdo. Uma delas é
a aglutinagdo diferencial ou AC/HS. Essa técnica consiste na avaliacdo da producdo de IgG com antigenos do parasita
extraidos com acetona (AC) ou formalina (HS). Os anticorpos da classe IgG que se dirigem contra antigenos AC séo
produzidos mais precocemente em relacdo aos antigenos HS. Dessa forma, estabelece-se uma razdo entre os titulos
obtidos com o uso de antigenos AC e os titulos obtidos com antigenos HS. Esses titulos caracterizam um padrao que
predomina no primeiro ano pés-infeccdo e outro distinto apds esse periodo, e permitem determinar se a infecgdo
ocorreu hd mais de um ano ou hd menos de um ano.

Embora esse recurso seja amplamente utilizado pelos laboratérios de referéncia, o acesso aos antigenos é muito
restrito e, na pratica, requer muita experiéncia para permitir conclusoes sobre a época em que ocorreu a infecgdo
aguda, ou seja, entre trés e quatro meses apds o inicio da gestagao, ou antes da concepcao.

133



Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Outras técnicas para deteccao de IgG (imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagéo, entre outras), embora
amplamente empregadas no passado, cairam em desuso, seja por terem menor sensibilidade, seja por ndo estarem
mais disponiveis comercialmente, seja por restricoes técnicas de uso. Alguns profissionais alegam que no passado
havia menos dificuldades diagndsticas do que agora, depois do aparecimento de técnicas mais modernas, mais
sensiveis e menos especificas. Embora, por vezes, seja dificil avaliar o beneficio real desses recursos, muitos pacientes
acabaram sendo diagnosticados e tratados em virtude da maior sensibilidade de deteccdo. De qualquer modo, desde
que cuidadosamente empregadas e com bom senso, as novas tecnologias sdo muito produtivas, e seu uso, em certa
medida, inexoravel.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA TOXOPLASMOSE OCULAR

Ao longo dos anos, tem sido um desafio diagnéstico a confirmacao laboratorial da suspeita clinica de toxoplasmose
ocular. Essa apresentacdo da doenga pode ser decorrente de uma infeccao congénita ou de uma forma adquirida pés-
natal. A fisiopatologia da doenga é bastante complexa, e tem sido abordada em diversos trabalhos com a colaboragéo
valiosa de grupos brasileiros. Aqui, ndo se pretende discutir esse aspecto do diagndstico, o que sera feito em outra parte
do livro. Faremos, entdo, um sumario das técnicas laboratoriais que tém sido empregadas para confirmar o diagnéstico
clinico da toxoplasmose ocular, ou para refuta-lo, discutindo vantagens e limitagoes de cada um dos procedimentos.

Sempre relevantes nessa discussao sdo as caracteristicas do estado imune do paciente (imunocompetente ou
comprometido) e até mesmo sua origem, uma vez que parece haver diferencas entre pacientes de climas tropicais e
pacientes de climas temperados, considerando que a forma mais comum de aquisicdo da infeccdo possa apresentar
diferencas em decorréncia dessa caracteristica. Parece também ter significado relevante a quebra da barreira
uveovascular, na medida em que o cédlculo da producdo local de anticorpos pode ser afetado pela integridade ou ndo
dessa barreira (Garweg, 2005).

Uma vez que, para que ocorra a toxoplasmose ocular é imprescindivel que tenha havido infecgao sistémica,
a sorologia (pesquisa de anticorpos) no sangue periférico deve ser positiva, a menos que se trate de paciente
imunocomprometido.

Uma das abordagens laboratoriais mais comumente utilizadas nesse diagndstico € a verificacdo dos niveis de
anticorpos no humor aquoso (Garweg, 2005). Considera-se que a produgao de IgM no humor aquoso ¢ extremamente
baixa e, na pratica, o uso desse recurso acaba sendo muito restrito.

Se os niveis de anticorpos da classe IgG no humor aquoso forem relativamente mais elevados do que os do soro,
podera estar havendo producdo local de anticorpos e isso é considerado um sinal indireto de infecgdo ocular. Para que
a ocorréncia da sintese local de anticorpos seja confirmada, calcula-se o indice de Goldmann-Witmer (Garweg, 2005),
também conhecido como coeficiente de Witmer-Desmonts, que leva em conta:

a) titulo de anticorpos da classe IgG contra toxoplasma do humor aquoso;
b) concentracao de IgG total do humor aquoso;
c) titulo de anticorpos da classe IgG contra toxoplasma do soro;

d) concentracao de IgG total do soro.

Calcula-se o coeficiente de Witmer-Desmonts pela férmula a/b x d/c. Valores superiores a trés sugerem produgao
local de anticorpos, enquanto valores inferiores a trés sugerem transferéncia passiva de anticorpos do soro.
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Dependendo do critério de selecdo dos casos, a sensibilidade desse indice varia entre 60% e 85%, e a especificidade
¢ de aproximadamente 90%. Caso se inclua no célculo os valores de IgA do humor aquoso e do soro, ainda que a
sensibilidade especifica do indice para IgA seja inferior, no somatério havera acréscimo da sensibilidade, que poderia
atingir 90% (Garweg, 2005).

TECNICAS MOLECULARES

A discussdo sobre as indicagdes e a fisiopatologia da toxoplasmose ocular encontra-se no capitulo 14. Aqui,
discutiremos apenas o significado dos achados, sensibilidade e especificidades das técnicas descritas.

Levando-se em conta que a presenca do toxoplasma ¢ um dos fatores desencadeadores da doenga, mas que o
processo inflamatério dai decorrente é que teria papel fundamental na lesao em si, estima-se que a sensibilidade da
PCR para o diagndstico da toxoplasmose ocular, pela analise do humor aquoso de pacientes imunocompetentes, seja
da ordem de 25%. Para o humor vitreo, esse valor seria de 50%. Em pacientes imunocomprometidos, a sensibilidade
do humor aquoso seria de 75%, sempre levando em consideragao as limitacoes advindas de diferencas nos detalhes
dos diversos tipos de PCR descritos na literatura (Candolfi e al., 2007; Flori et al., 2009; Garweg, 2005; Kasper et al.,
2009; Kodym et al., 2007; Lefevre-Pettazzoni et al., 2006; Petersen, 2005; Sensini, 2006).

Fundamental também seria considerar a amplificagdo concomitante de genes constitutivos da célula humana
(também chamados de housekeeping genes) para garantir a credibilidade dos processos de extracdo, amplificacdo e
deteccao do DNA parasitario.
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(Cléa Carneiro Bichara « Glaucia M. Queiroz de Andrade « Eleonor Gastal Lago

Atoxoplasmose estd se tornando cada vez mais evidente como problema de satde publica de grande impacto no
binémio mae-filho, sobretudo nos paises tropicais com condi¢des ambientais propicias para a alta prevaléncia
da doenca.

Quando a infecgdo por 7oxoplasma gondii acomete mulheres pela primeira vez durante a gravidez, hd possibilidade
de ocorrer a transmissao materno-fetal do parasita resultando em casos de toxoplasmose congénita. O risco da
transmissao depende de varios fatores, sobretudo do periodo gestacional em que ocorreu a infeccdo materna. A maioria
das criancas com toxoplasmose congénita apresenta desenvolvimento normal, porém pode ocorrer comprometimento
neuroldgico e visual com danos permanentes.

EPIDEMIOLOGIA

A toxoplasmose € uma das parasitoses mais comuns nos seres humanos. Os felinos sao os hospedeiros definitivos
de 7 gondii, e 0 homem e outros animais sdo hospedeiros intermediarios. A infecgdo é comum nos paises tropicais, e
a prevaléncia varia de regido para regiao, refletindo diferentes estilos de vida e habitos que favorecem a exposicao as
fontes da infecgdo. Dois estagios de 7’ gondii estao presentes nos tecidos do hospedeiro humano. O taquizoita, forma
de multiplicagdo rapida do parasita, ¢ patogénico durante a infeccdo inicial; o bradizoita, forma de multiplicacdo
lenta, é encontrado dentro dos cistos tissulares no individuo com infeccdo crénica. O cisto tissular em individuos
imunodeficientes e nos infectados congenitamente pode ser causa de recrudescéncia da infeccdo (Gilot-Fromont et a’.,
2012; Remington et al., 2011).

A maioria da populacdo de 7 gondii que infecta homens e animais pode ser agrupada em trés gendtipos
denominados tipo I, Il e III. Menos de 5% dessa populacao apresenta gendtipos tinicos com divergéncia na sequéncia de
DNA em relacao as linhagens clonais, sendo consideradas ‘exdticas’ ou ‘atipicas’. Observa-se diferenca na distribuigao
geografica dessa populagdo, predominando o tipo I na Europa e na América do Norte, e o tipo I e linhagens atipicas,
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mais virulentas, na América do Sul. Essa diferenga pode ser uma das explicacdes para a maior gravidade das
manifestagoes oculares observadas entre as criancas com infeccao congénita no Brasil (Gilbert et al., 2008).

O ser humano € infectado principalmente pelas vias oral e transplacentaria e, raramente, por transfusao de sangue,
transplante de drgaos ou acidentes em laboratério. A transmissao oral ocorre pela ingestao de cistos do parasita contidos
na carne crua ou malcozida ou pela ingestao de oocistos presentes na terra, dgua ou alimentos contaminados com
fezes de gatos infectados (Dubey et al., 2012; Gillot-Fromont et al., 2012). Reservatdrios de dgua contaminados tém-se
mostrado importantes na epidemiologia da toxoplasmose (Bahia-Oliveira et al., 2003).

Nas regides de maior transmissao, a prevaléncia da infeccao congénita € maior e o primeiro contato com 7. gondii
(primoinfecgdo) ocorre precocemente, ainda na infancia. Este € o cendrio observado no Brasil. Nos paises desenvolvidos
do hemisfério norte, a primoinfeccao geralmente ocorre na adolescéncia ou na vida adulta. A prevaléncia da infeccao
aumenta com a idade, resultado do risco acumulado de exposigao, e nao varia entre os sexos. A toxoplasmose pode
ocorrer em surtos associados ao consumo de dgua contaminada com oocistos ou de carne com cistos do parasita e
ingerida crua ou malcozida (Bahia-Oliveira et al., 2001; Dubey et al., 2012). Nessas ocasides ocorrem muitos casos de
toxoplasmose aguda e de toxoplasmose congénita.

Em imunocomprometidos (pacientes com Aids, submetidos a quimioterapia para tratamento do cancer,
transplantados), a toxoplasmose geralmente decorre da reativacdo de uma infeccdo latente preexistente, as
manifestagoes clinicas podem ser graves e, embora incomum, pode ocorrer infeccdo fetal (Andrade et al., 2010).
Mulheres imunocompetentes com infec¢do cronica podem apresentar reativacao de lesdo ocular durante a gravidez,
mas, até 0 momento, essa reativagdo nao parece significar risco de infeccao para o feto (Noble et a/., 2010).

Prevaléncia da Toxoplasmose na Gestante

A prevaléncia da toxoplasmose varia amplamente em todo o mundo (de < 10% a > 90%), mas desde 1960
essa taxa parece estar em declinio nos Estados Unidos e na Europa, provavelmente devido a melhores condigdes de
vida, educacao da populacao e reducao da infeccao nos animais utilizados para consumo pelo homem. No Brasil, a
prevaléncia na populacdo em geral varia de 54% a 83% e, recentemente, em Sao Paulo, observou-se uma tendéncia de
queda nessas taxas (Vaz et al., 1990). O Brasil, por seu clima tropical, apresenta condicdes favoraveis a disseminagao
da toxoplasmose, com elevada prevaléncia em gestantes, embora ocorram variagdes regionais (Tabela 1).

Em estudos epidemiolégicos, observa-se a associagao entre a exposicao a alguns fatores de risco e o desenvolvimento
da infecclo por 7' gondii. Sdo estes os principais fatores de risco: contato com gatos adultos ou filhotes (Rey & Ramalho,
1999; Spalding et a/., 2003; Kapperud et al., 1996; Baril et al., 1999); contato com caixas de areia onde sdo depositados
dejetos de gatos (Kapperud et a/., 1996); consumo ou contato com carne crua ou malcozida (de porco, de carneiro, de
caga, de boi) (Kapperud et al., 1996; Baril et al., 1999; Cook et al., 2000; Avelino et al., 2004); contato com terra na
pratica da jardinagem ou da agricultura (Spalding et a/., 2003; Cook et al., 2000; Avelino et al., 2004); ingestao de
vegetais e/ou frutas cruas mal higienizadas (Kapperud et a/., 1996; Baril et a/., 1999; Avelino et al., 2004); consumo de
agua ndo tratada (Bahia-Oliveira et a/., 2003); baixo nivel de escolaridade materna (Varella et a/., 2003; Avelino et al.,
2004); gestacao (Avelino et al., 2003); baixo nivel socioeconémico (Bahia-Oliveira et al., 2003; Segundo et al., 2004;
Avelino et al., 2004). Alguns fatores foram associados com menor ocorréncia da infeccdo: ndo consumir carne; receber
orientagdes para prevencgao da toxoplasmose (Baril ef a/., 1999); morar em regioes de clima rigoroso (Remington et al.,
2011). A transmissao da infeccao pelo leite humano néo foi descrita, mas pode ocorrer pelo consumo de leite de cabra
nao pasteurizado (Remington et a/., 2011). A pasteurizagao destréi todas as formas do parasita. Os oocistos podem ser
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transportados por invertebrados copréfagos (baratas e moscas), que contaminam a dgua e os alimentos (Remington et
al., 2011). Para mais informagoes sobre a epidemiologia da toxoplasmose, consultar o capitulo 8.

Tabela 1 — Prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose em gestantes ou mulheres em idade reprodutiva no Brasil

Local Prevaléncia (%) Tamanho da amostra Delineamento do estudo Referéncia

Séo Paulo/SP 67,3 481 Transversal Vazet al., 1990

Séo Paulo/SP 68,8 1.286 Retrospectivo Guimaraes et al., 1993
Fortaleza/CE 71,5 185 Transversal Rey & Ramalho, 1999
Londrina/PR 67,0 1.559 Retrospectivo Reiche et al., 2000

Belém/PA 80,8 689 Prospectivo Bichara, 2001

Alto Uruguai/RS 74,5 2.126 Prospectivo Spalding et al., 2003

Porto Alegre/RS 59,8 1.261 Transversal Varella et al., 2003

Goiania/GO 65,8 2.563 Prospectivo Avelino et al., 2003
Campinas/SP 56,1 2.199 Transversal Stella, 2004

Cuiab&/MT 70,7 205 Transversal Ledo, Meirelles Filho & Medeiros, 2004
Uberlandia/MG 51,5 805 Transversal Segundo et al., 2004

Mato Grosso do Sul 92,0 32.512 Prospectivo Figueird-Filho, 2005

Porto Alegre/RS 61,1 10.468 Prospectivo Reis, Tessaro & d'Azevedo, 2006
Belo Horizonte/MG 57,8 420 Transversal Carellos, Andrade & Aguiar, 2008

A gravidez, em particular, por ser um periodo de maior vulnerabilidade imunoldgica e hormonal, pode ser um
fator de risco para aquisicdo da infeccdo, principalmente quando associada a baixa renda, ambiente favoravel a
transmissao e baixa idade da gestante (Avelino et al., 2003). Gestantes bem orientadas em relacdo aos fatores de risco
para infeccdo por 7 gondii apresentam menor chance de infecgdo. Mas, para que ocorra adesdo, as medidas educativas
devem estar ligadas a realidade dos individuos (Kapperud et a/., 1996; Cook et al., 2000).

Risco de Transmissao Vertical da Toxoplasmose

A transmissao da toxoplasmose da mae para o filho (transmissao vertical) ocorre por via hematogénica, sendo
a infecgdo placentdria etapa obrigatéria. Apds a infeccdo da placenta, ocorre um intervalo de dias a semanas até a
infecgdo fetal. A duragdo desse periodo nao é completamente conhecida e estima-se que seja mais longo no inicio
da gravidez do que no final. A infeccdo fetal é mais comum na fase aguda da infeccdo materna, devido a maior
parasitemia. No entanto, apds essa fase podem persistir focos de parasita na placenta, que podem ser liberados
na circulagao fetal em fase tardia da infecgdo materna. Este € o conceito que justifica a manutencdo do tratamento
durante toda a gestacdo, mesmo quando o feto ndo estd infectado (Remington et a/., 2011). O risco de infeccao por
T gondii durante a gravidez depende da prevaléncia da infeccdo em uma determinada populagdo (circulagdo do
parasita no meio) e do ndmero de mulheres suscetiveis em idade reprodutiva na mesma populagdo. Se o nimero de
mulheres suscetiveis for grande, mas a circulagdo do parasita pequena, o risco de infecgao gestacional é pequeno;
ao contrario, se a populacao de suscetiveis for pequena, mas a circulagao do parasita grande, o risco de infeccao €
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grande. Considera-se que as prevaléncias médias, entre 25% e 80%, sdo as que potencialmente trazem maior risco de
toxoplasmose congénita (Dubey et al., 2012). O risco de infec¢do aguda na gestante suscetivel oscila entre 0,6% e 1,5%.
Em Goidnia, no Brasil, por exemplo, foi observado um risco de 8,6% (Avelino et al., 2004).

A gestante com toxoplasmose aguda (primoinfeccao) apresenta risco variavel de transmissdo vertical da infeccao.
Esse risco independe da presenca de sinais/sintomas maternos e depende, principalmente, da idade gestacional em
que ocorreu a infecgao. O risco de infecgao fetal foi estimado em cerca de 40% na década de 1970 e, mais recentemente,
em 29%, sendo de 2% nas oito primeiras semanas, 6% até 13 semanas, 72% até 36 semanas e 81% quando a infecgao
primdria ocorre apds a 362 semana de gestagao, periodo em que a placenta estd bem desenvolvida e com melhor
irrigacao sanguinea (Dunn et a/., 1999).

Nas mulheres imunocompetentes, apenas a primoinfeccdo durante a gestagao constitui risco significativo de infecgéo
do feto, embora ja tenham sido relatados raros casos de transmissdo materno-fetal nessas gestantes com infecgdo
cronica (Andrade et al., 2010). Por isso, Couvreur recomenda, empiricamente, aguardar seis meses apds a infeccdo aguda
antes de engravidar e Desmonts recomenda tratar aqueles casos de infeccdo periconcepcional como infeccao aguda na
gestacao (Remington et al., 2011). Pode ocorrer reinfeccdo em humanos (Elbez-Rubinstein ef al., 2009), mas seu impacto
na infecgdo congénita € desconhecido. Até o momento, a reinfeccao estd bem documentada em animais.

Risco de Comprometimento do Feto

O risco de comprometimento do feto apresenta relacdo inversa com a idade gestacional da infeccao materna. A
infecgao fetal é incomum nas infec¢des maternas ocorridas no primeiro trimestre de gravidez, mas, se infectada, a
crianga geralmente apresenta comprometimento importante. Ocorre o inverso na infeccao materna no tltimo trimestre
de gestacdo, quando o risco de transmissao materno-fetal é elevado, mas a crianca geralmente nasce assintomaética.
Avaliou-se o risco de desenvolvimento de sequelas (retinocoroidite, calcificagdo craniana isolada e/ou hidrocefalia) na
crianca com toxoplasmose congénita até os trés anos de idade e estimou-se um risco de 61% quando a infecgéo ocorreu
até a 132 semana, 25% na 262 semana e 9% na 362 semana. Apds a 362 semana o risco ainda foi de 6%. Por esses
resultados os pesquisadores puderam estimar o risco de comprometimento da crianca antes de decidir sobre medidas
invasivas de diagnéstico fetal. Multiplicando-se o risco de infeccdo fetal pelo risco de desenvolvimento de sequelas
na crianga obteve-se uma taxa de risco varidvel, que foi maior nas infecgées adquiridas entre a 122 e a 242 semana
de gestacao (Dunn et al., 1999). Isso porque o risco de transmissdo da infecgdo para o feto é pequeno no inicio da
gestacdo e o risco de sequelas graves na crianga € pequeno nas infecgoes adquiridas no final da gestacdo. Entretanto,
observa-se que o risco de retinocoroidite nao € influenciado pela idade gestacional em que ocorreu a infecgdo materna,
podendo haver lesao ocular grave nas infecgdes adquiridas no final da gestacao.

Prevaléncia da Toxoplasmose Congénita

A prevaléncia da toxoplasmose congénita ¢ baixa, menor que 1/10.000 nascidos vivos, na regidao norte da
Europa e nos Estados Unidos e elevada (1/1.000) na Franga (Gilbert et al., 2009). No Brasil, estudos recentes em
nascidos vivos tém mostrado prevaléncias de 3-20/10.000 (Camargo Neto, Amorim & Lago, 2010; Lago et al., 2007;
Carvalheiro et al., 2005; Andrade, 2008; Bahia-Oliveira et a/., 2001; Bichara et al., 2012). As divergéncias observa-
das nessas taxas sao decorrentes, muitas vezes, de metodologias de pesquisa diferentes, que se baseiam na triagem
pré-natal ou de pacientes provenientes de servigos especializados para gestantes de alto risco e, mais recentemente,
pela triagem neonatal. Os estudos de triagem neonatal subestimam a real prevaléncia por desconsiderar abortos,
natimortos e neomortos e por utilizar o teste de IgM anti-7 gondii como forma de identificar os casos. O teste de
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IgM pode ser negativo quando as criangas sdo infectadas no primeiro trimestre de gestagdo e ndo apresentam o
anticorpo ao nascimento. Apesar dessas limitagdes, a triagem neonatal € Gtil para avaliar o impacto da infecgdo na
populacédo por trabalhar com grandes amostragens.

Na Tabela 2 observam-se os resultados de alguns estudos de prevaléncia brasileiros que utilizaram a pesquisa de
IgM especifica no periodo neonatal. Dois estudos pesquisaram a IgM em sangue de corddo e selecionaram a amostra
em hospitais de referéncia na regido (Segundo et al., 2004; Mozzatto & Procianoy, 2003). Os outros estudos listados
testaram a IgM em sangue seco do recém-nascido.

Tabela 2 — Prevaléncia da toxoplasmose congénita avaliada pela presenca de IgM anti-Toxoplasma gondii no periodo neonatal

Local do estudo 1 0_5(;%"1@31%15%2\’03 Amostra Casos Material examinado Referéncia (Autor)

Campos dos Goytacazes/R) 20 2.550 55 Sangue periférico — papel-filtro Bahia-0liveira et al., 2001

Alto Uruguai/RS 14 2.126 33 Sangue periférico Spalding et al., 2003

Passo Fundo/RS 8 1.250 11 Sangue de corddo Mozzatto & Procianoy, 2003

Uberlandia/MG 49 805 44 Sangue de cordao Segundo et al., 2004

Brasil (varios estados) 5 364.130 1.195 Sangue periférico — papel-filtro Camargo Neto et al., 2004

Ribeirdo Preto/SP 3 15.162 55 Sangue periférico — papel-filtro Carvalheiro et al., 2005

Porto Alegre/RS 6 10.000 66 Sangue periférico — papel-filtro Lago et al., 2007

Minas Gerais 13 146.307 1.190 Sangue periférico — papel-filtro Vasconcelos-Santos ef al., 2009

Belém/PA 10 1.000 1 Sangue periférico — papel-filtro Bichara et al., 2012
PATOGENIA

Na infeccdo adquirida, apds ingestdo do parasita ocorre invasao das células do tubo digestivo ou o parasita
¢ fagocitado por leucdcitos. Essa invasdo € seguida de multiplicagdo intracelular, lise celular e disseminagdo do
toxoplasma por via hematogénica (para o figado, pulmoées, cérebro e outros érgaos e tecidos) ou linfatica (para
linfonodos regionais). Todas as células nucleadas do hospedeiro podem ser infectadas, e o prognéstico dessa infecgao
vai depender, entre outros fatores, da integridade imunolégica do individuo e da natureza genética do hospedeiro e do
parasita. Desconhece-se a maior parte dos eventos moleculares e celulares envolvidos na patogénese da toxoplasmose,
mas sabe-se que o equilibrio entre as respostas pré-inflamatéria (Th1) e anti-inflamatéria (Th2) determina a presenga
ou nao de manifestacoes clinicas. O individuo que consegue manter o equilibrio da resposta imune controla a infecgao
e permanece assintomdtico. O desequilibrio dessa resposta pode levar a uma proliferagdo intensa de taquizoitas,
disseminacdo da infeccdo e morte do hospedeiro (Pfaff et al., 2007; Roberts et al., 2007; Remington et al., 2011).

A infeccao fetal apés infecgdo aguda da gestante tem sido atribuida a interacao de vérios fatores, como estagio
de desenvolvimento da placenta, viruléncia da cepa de 7" gondii, gendtipo e estado imune do hospedeiro e carga
tecidual parasitdria.

Em relacdo as cepas de 7 gondii, quando se comparam as do tipo II, predominantes na Europa, com as que
predominam no Brasil (tipos I e Il ou recombinantes), observa-se maior viruléncia nas cepas brasileiras, que
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apresentam maior taxa de crescimento, habilidade para penetrar nos tecidos do hospedeiro e capacidade de regular a
interleucina 12 (IL-12) (Grigg et al., 2001).

A competéncia imunoldgica do hospedeiro é fundamental para o controle da infecgao. O desenvolvimento da imunidade
celular e humoral especificas interrompe a destruicdo celular causada pelo parasita. Individuos imunodeficientes
apresentam risco elevado de encefalite, toxoplasmose disseminada e ébito. A primeira resposta desencadeada pelo
parasita ao invadir o hospedeiro é a imunidade inata, caracterizada pela fagocitose, citotoxicidade celular e produgéo
de interferon gama (IFN-y), com ativacdo de macréfagos e células natural killer (NK). Em seguida os macréfagos e
células dendriticas apresentam os antigenos para os linfécitos CD4* e CD8*, induzindo um fendtipo Th1 pela secregéo
de IL-12. O interferon gama induz a producdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de 6xido nitrico (NO) por
macréfagos ativados, o que inibe a replicacao do toxoplasma. A IL-12 atua pela indugdo da resposta imunocelular
forte e efetiva contra os taquizoitas. Se a primoinfeccdo ocorre em um ambiente Th2 (anti-inflamatério), ndo ocorre
bloqueio da replicacao do parasita, o que pode levar a maior necrose tecidual. As interleucinas (IL) chaves contra a
replicagdo do parasita sdo: IL-12, IFN-y e FNT-a.. Apds o controle dos parasitas, a interleucina-10 (IL-10), o fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), os linfécitos T reguladores e as células dendriticas modulam a forte resposta
pré-inflamatéria Th1, que, descontrolada, pode matar o hospedeiro. Esse modelo, experimental, pode nao se aplicar
completamente ao ser humano. Observa-se necrose e resposta inflamatéria mais ou menos intensa na dependéncia
dessa resposta imune. O controle da infec¢do se dd em uma ou duas semanas, com o desenvolvimento da imunidade
humoral e celular e o desaparecimento dos taquizoitas dos tecidos. No interior das células permanecem os bradizoitas,
que formam os cistos e podem permanecer nos tecidos do hospedeiro por toda a vida. A imunidade adquirida a 7~ gondii
esta associada a uma resposta do tipo Th1 (Pfaff et al., 2007; Roberts et al., 2007; Grigg et al., 2001).

Nas criancas com toxoplasmose congénita, alguns autores observaram uma resposta celular diminuida aos antigenos
do parasita (Yamamoto et al., 2000), enquanto outros encontraram a resposta preservada em criancas com idade inferior
a 1 ano (Ciardelli e a/., 2008). Os resultados divergentes sugerem que a resposta dos linfécitos CD4* antigeno especifico
pode estar reduzida ou se desenvolver mais lentamente nas criangas infectadas (Remington et al., 2011).

Nas gestantes, a resposta imunoldgica anti-inflamatéria (Th2) é necessdria para manutencdo da gravidez.
A placenta secreta hormonios, citocinas e quimiocinas que garantem a tolerancia materna para com o feto e sua
participagao ativa na regulagdo da resposta imune sistémica. O aumento de alguns hormdnios na circulagio materna
(estrégeno, testosterona e progesterona), durante a infeccao aguda, influencia a modulacdo da resposta imune: a
progesterona inibe a producdo de IL-12, FNT-a e NO pelos macréfagos; ela também aumenta a producdo de IL-10,
reduz a atividade das células NK, inibe o desenvolvimento da resposta do tipo Th1 e estimula o desenvolvimento de
uma resposta Th2. Uma resposta imune materna mais equilibrada leva em conta a dupla acdo do IFN-y (controle da
infeccdo materna e aumento da transmissao da infeccdo através da placenta) (Pfaff ez a/., 2007) e seu potencial efeito
nocivo para o feto. Se a primoinfeccdo ocorre em um ambiente de citocinas Th2, a replicagdo do toxoplasma ndo ¢é
interrompida e os problemas clinicos secunddrios a destruicdo tissular induzida pelo parasita aumentam. A resposta
pré-inflamatéria (Th1) intensa, mais comum nas infeccoes maternas no inicio da gestagdo, tem sido associada ao
maior comprometimento do feto, que resulta, as vezes, em aborto ou natimortalidade. A resposta anti-inflamatéria
(Th2), predominante no final da gestacdo, tem sido associada a maior transmissdo vertical e menor comprometimento
do feto. O ambiente anti-inflamatério protegeria o feto, evitando os efeitos nocivos da resposta imune inflamatéria,
mas, a0 mesmo tempo, aumentaria o risco de transmissao, pela acao do IFN-y (Roberts et al., 2007).

A primoinfeccdo da gestante é seguida de placentite por disseminag¢do hematogénica e risco de infeccdo fetal. Na
placenta, grupos de taquizoitas podem ser identificados na placa coridnica, na decidua, no amnio e nas vilosidades.
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A partir da placenta, os taquizoitas podem ser transmitidos ao feto via cordao umbilical, disseminando-se por via
hematogénica. A placenta constitui uma barreira eficaz contra a infecgdo do feto, e poucos patégenos, entre os quais
T gondii, t¢ém habilidade para atravessa-la. Ainda que a infecgdo aguda desencadeie resposta imunitdria com posterior
resisténcia a infeccdo, a imunidade associada a infecgdo crénica ou latente nem sempre € absoluta, e a reinfeccao tem
sido observada em animais de experimentacao e relatada eventualmente em humanos.

A persisténcia do parasita nos cistos tissulares pode causar doenca recrudescente em individuos previamente
imunocompetentes que se tornam imunodeficientes e em criancas com infeccdo congénita, que podem desenvolver
retinocoroidites ou reativar lesdes oculares prévias. A ruptura dos cistos, com proliferacdo de taquizoitas em tecidos
com facilidade de regeneracao (figado, tecido linfoide) ou com boa reserva funcional das células remanescentes
(miocdrdio e cérebro), pode ndo se acompanhar de sintomas. Entretanto, a ruptura de cistos na retina geralmente
¢ acompanhada de sintomas, em virtude da concentragdo da funcdo visual em pequena area da retina. Como no
cérebro e no bulbo ocular existe barreira a difusao passiva dos anticorpos, verifica-se proliferacao continua do parasita
nesses tecidos (no cérebro, a multiplicacdo ocorre dentro dos astrécitos), com infeccdo latente, ao passo que ela
tende a desaparecer dos tecidos extraneurais. No cérebro e na retina, além da destruicao tissular, pode ocorrer reagao
de hipersensibilidade, resultante da ruptura dos cistos com liberacdo de parasitas e fluidos dos cistos. Tem sido
observada, em estudos experimentais, supressao significativa da resposta humoral contra os taquizoitas, quando o
anticorpo passivo (IgG) estd presente, mesmo em baixa concentragdo, com consequente retardo na formagdo de IgM.
Essa ‘tolerancia imunolégica’ tem sido observada na crianga com toxoplasmose congénita e atribuida a presenga
da IgG materna, que inibiria a resposta humoral no feto (Remington et a/., 2011). Essa tolerancia imunoldgica
induzida em recém-nascidos pelos anticorpos maternos poderia contribuir para a continua multiplicacao de 7 gondii,
com formagdo de inimeros cistos na retina e em outros tecidos. Quando, ao longo da vida do individuo, os cistos
sdo rompidos, a retinocoroidite se manifesta, com prejuizo da visdo. Outros fatores, ainda em estudo, podem estar
envolvidos nas recorréncias.

PATOLOGIA

Os achados patolégicos associados a 77 gondii estao relacionados ao grau de destruicao causada pelo parasita nas
células do hospedeiro. O parasita pode ser encontrado em vérios érgaos como coragao, pulmoées, musculo estriado,
figado, bago, rins, suprarrenais, pancreas, tireoide, testiculos, ovarios, ouvido, entre outros. Nesses locais podem ser
identificados fenémenos inflamatérios e areas de necrose. Nos rins tem sido descrito quadro de glomerulonefrite e de
sindrome nefrética. Mas, na infecgdo congénita, os locais frequentemente envolvidos, com intenso comprometimento
e graves sequelas da doenca, sao a retina e o sistema nervoso central.

Pode ocorrer meningoencefalite difusa, caracterizada por lesoes inflamatdrias, dreas de necrose, calcificagdo e
formagdo de cistos. Os locais mais envolvidos sdo o cértex, a substancia branca subcortical, os nucleos caudado e
lenticular, a regido média do cérebro, a ponte e a medula. O processo é muito intenso em torno das arteriolas, vénulas
e capilares. Pode ocorrer completa obliteracdo dos sulcos e giros, e a linha de demarcacao entre a aracnoide e a massa
cerebral tende a desaparecer. Os parasitas sdo comumente encontrados nas células das intimas das arteriolas, vénulas
e capilares. Observa-se vasculite em torno do aqueduto de Sylvius e dos ventriculos. Pode ocorrer hidrocefalia, em
decorréncia da oclusdo do forame de Monro e do aqueduto, e calcificacdo do tecido cerebral necrosado, visivel nos
exames radioldgicos do cranio. Além dos fendmenos oclusivos, a hidrocefalia também pode decorrer da destruicao do
tecido cerebral, especialmente de necrose periventricular causando ependimite. A necrose e a inflamacao do hipotalamo,
circundando o terceiro ventriculo, podem explicar a labilidade térmica encontrada em criangas com toxoplasmose
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congénita. A extensa necrose do tecido cerebral pode resultar em microcefalia. Nas criancas coinfectadas por HIV e 7
gonditi, observa-se encefalite necrosante na doenga aguda e na recorrente.

A retinocoroidite, com suas areas de necrose e edema da retina, é a lesdo mais importante no bulbo ocular. Sao
ainda observadas desestruturacao do epitélio pigmentoso da retina e infiltrado inflamatério da retina e da coroide. O
infiltrado é formado por linfécitos, plasmoécitos e fagdcitos mononucleares, e numerosos cistos podem ser encontrados
na retina, enquanto o achado de formas livres de toxoplasma € excepcional. A coroidite granulomatosa é secunddria
a retinite. O processo envolve quase exclusivamente a camara posterior, mas a retinocoroidite pode ser acompanhada
por iridociclite, glaucoma e/ou catarata. Pode ocorrer considerdvel necrose e destruicdo ocular, que no feto podem
levar a microftalmia resultante da atrofia central da retina e da coroide. O quadro cicatricial da retinocoroidite é
caracterizado por dreas de gliose com margens hiperpigmentadas (Mets et a/., 1997).

MANIFESTAGOES CLINICAS DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

Existem algumas controvérsias em relagdo a frequéncia das manifestagoes clinicas da toxoplasmose congénita,
especialmente por quatro fatores: as principais referéncias sdo da época pré-tratamento; ha divergéncia de termos
entre idiomas; ha diferencas nas manifestagoes relatadas na literatura segundo a forma de identificacdo dos casos
(triagem pré-natal ou neonatal, casos identificados clinicamente); e ha variabilidade na prevaléncia e na intensidade
de manifestagdes clinicas entre criancas de diferentes regides do planeta.

Logo ao nascer, menos de 10% dos recém-nascidos com toxoplasmose congénita apresentam anormalidades ao
exame fisico. Destes, cerca de um terco mostra um quadro clinico generalizado, comum a outras infecgoes congénitas,
que inclui hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, lesdes purpuricas, sindrome nefrdtica e outras alteragoes
sistémicas, associadas, na grande maioria dos casos, a anormalidades neuroldgicas e oculares tipicas. Em dois tergos
dos bebés sintomaticos, as alteragoes ao exame fisico sao localizadas no sistema nervoso central e nos olhos, com
microcefalia ou hidrocefalia, convulsdes, microftalmia, catarata. As investigacoes complementares em ambos os
grupos quase sempre mostram calcificagdes cerebrais, alteragoes liqudricas e anormalidades ao exame oftalmoldgico,
principalmente retinocoroidite, podendo ocorrer também opacidades vitreas, atrofia do nervo éptico e outras. Quando
nao eram tratados, quase todos os pacientes sintomédticos no periodo neonatal evoluiam para retardo mental e perda
visual. A deficiéncia auditiva era descrita como frequente, sendo atualmente rara, mas ainda pode ser detectada,
principalmente nas criangas cujo tratamento nao foi precoce e completo (McLeod et a/., 2006; Vasconcelos-Santos et
al., 2009; Resende et al., 2010; Cortina-Borja et a/., 2010).

Mais de 90% dos recém-nascidos infectados por 7" gondii, portanto, apresentam exame fisico normal ao nascimento.
Porém, quando submetidos a investigacdo mais completa, uma grande proporcao deles mostra alguma manifestagao
clinica: retinocoroidite, calcificagoes cerebrais, dilatacao dos ventriculos cerebrais, alteragdes liquéricas. Ja foi abordada
neste capitulo a relagdo da gravidade das manifestagoes clinicas com a época da infecgdo materna, mas ressalte-se que
0s casos muito acometidos clinicamente sdo vistos quando a contaminagdo materno-fetal por 7 gondii ocorreu até o
segundo trimestre da gestagao (Dunn et a/., 1999).

A proporcdo de recém-nascidos com exame fisico normal que apresentam manifestagoes clinicas a investigagao
complementar varia entre os dados da literatura estrangeira (40%) e os estudos feitos no Brasil (60%-80%). Prevaléncia
e gravidade das manifestacoes oculares também variam conforme a regido. Por exemplo, numa comparacao entre
criangas com toxoplasmose congénita do Brasil e da Europa, as brasileiras apresentam retinocoroidite mais
frequentemente, as lesdes sao mais numerosas € mais graves e ocorrem mais reativagoes (Vasconcelos-Santos et al.,
2009; Guerina et al., 1994, Gilbert et al., 2008).
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Pacientes com exame f{sico normal, mas com manifestagdes clinicas na investigagao complementar, sdo considerados
casos sintomdticos, e nao subclinicos (por analogia com symptomatic, termo utilizado no idioma inglés). Além disso,
lactentes que nascem sem sinais ao exame fisico podem apresentd-los nas primeiras semanas de vida, sendo frequente
o surgimento de esplenomegalia entre 1 e 3 meses de idade. Uma das formas mais comuns de identificacdo da
toxoplasmose congénita em criancas cuja doenga nao foi detectada no perfodo neonatal € o surgimento de estrabismo,
geralmente entre 4 e 6 meses de idade. Uma dilatacao do sistema ventricular, presente ao nascimento e somente
identificada por exames de imagem (ultrassom ou tomografia computadorizada) pode evoluir para hidrocefalia nas
primeiras semanas de vida e ser notada ao exame fisico.

A infecgdo é considerada subclinica quando o paciente ndo apresenta alteragdes, nem ao exame fisico, nem a
investigagao diagndstica (exceto sorologia positiva, seja presenca de IgM e/ou IgA especificas logo ao nascer, seja
aumento e persisténcia da IgG especifica). Mas mesmo estes, principalmente se ndo tratados precocemente, poderao
desenvolver manifestagdes oculares e, menos frequentemente, neuroldgicas, no decorrer de meses ou anos. Na maior
parte dos casos de infeccdo subclinica ou de retinocoroidite isolada, a infeccdo materna ocorreu nas dltimas semanas
de gestacdo, quando o acometimento fetal costuma ser menos intenso. Por outro lado sdo vistos, embora raramente,
quadros graves, fulminantes, de infecgdo toxopldsmica generalizada, em bebés infectados em final da gestacdo
(Cortina-Borja et al., 2010; Remington et al., 2011; Dunn et al., 1999).

DIAGNOSTICO

A toxoplasmose adquirida, assim como a congénita, é assintomdtica em cerca de 80%-90% dos casos, sendo
necessdrio o uso de exames complementares para o diagndstico da infecgdo. O parasita pode ser identificado por
métodos parasitoldgicos, mas os métodos sorolégicos sao os mais utilizados no diagndstico, por serem sensiveis e
especificos, além de acessiveis nos laboratérios de analises clinicas.

Entre os métodos parasitolégicos, o isolamento do parasita, em cultura de tecido ou inoculagdo em animal
de experimentacgao, exige laboratério de maior complexidade e o resultado é demorado, até seis semanas, sendo
ocasionalmente realizado com propdsito de genotipagem de cepa infectante. Pode-se identificar o parasita em tecido
corporal utilizando a imuno-histoquimica (imunoperoxidase). Mas foi a identificacao do DNA do parasita pela técnica
de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) que trouxe grandes avancos no diagndstico da toxoplasmose no binémio
mae-filho. Estudos tém mostrado que comparativamente o uso da PCR no liquido amniético em relacdo aos demais
métodos de investigacdo da infecgdo congénita (inoculacdo em animal, triagem neonatal, PCR em placentas, sorologia
por cordocentese) revelou maior sensibilidade e especificidade, 91% e 99,5%, respectivamente (Bessieres et al., 2009).

Na infecgdo adquirida ou congénita, dependendo do local de comprometimento do individuo infectado, varios
espécimes clinicos se prestam para realizacdo da PCR anti-Z gondii: liquor, humores aquoso e vitreo, secregao
broncoalveolar, liquidos ascitico e pleural, sangue periférico, medula dssea, urina e, principalmente, liquido amnidtico.
A PCR no liquido amniético € considerada o método de escolha para diagnéstico da infeccdo fetal e, dependendo da
sequéncia iniciadora (primer) utilizada, a sensibilidade e especificidade sdo muito altas. Entretanto, pode ocorrer
resultado falso negativo e falso positivo com o teste, o primeiro quando a transmissdo materno-fetal se dd apds a
amniocentese, e o segundo quando ocorre contaminagao da amostra, situacao incomum. Portanto, independentemente
do resultado do teste no pré-natal, a crianga deve ser acompanhada até que o diagndstico de infecgdo congénita seja
confirmado ou excluido. Alguns autores ja relataram a associagao entre a carga parasitaria, medida por PCR em tempo
real, e 0 maior comprometimento da crianga (Moncada & Montoya, 2012; Ciardelli et a/., 2008; Bessieres et al., 2009).
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A coleta do liquido amnidtico para o diagndstico da infecgdo fetal por PCR estd recomendada quando o diagndstico
soroldgico for altamente sugestivo de infeccdo aguda durante a gravidez. O diagndstico fetal geralmente € indicado em
casos de soroconversao comprovada, na evidéncia de comprometimento fetal por exames de imagem, ou em gestantes
imunossuprimidas. Deve ser realizada com mais de 18 semanas de amenorreia e pelo menos quatro semanas apés a
data presumida da soroconversdo (Moncada & Montoya, 2012).

Os testes soroldgicos para o diagndstico da toxoplasmose na gestante baseiam-se na identificacdo das
imunoglobulinas das classes 1gG, IgM, IgA e IgE especificas contra 7. gondii. A presenca de IgG especifica estabelece o
diagndstico da infeccao mas ndo determina se a infeccao € aguda ou cronica, pois esse anticorpo permanece elevado
por anos apds a infecgdo aguda e, em titulos baixos, provavelmente por toda a vida. Como a idade gestacional em
que ocorreu a infeccao materna é uma informacdo fundamental para determinar o risco de infecgdo fetal, outros
anticorpos, como IgM e IgA, além do teste de avidez de IgG, ajudam a determinar esse momento. A auséncia de
IgM especifica associada a baixos titulos de IgG indica que a infeccdo ocorreu hd mais de seis meses. A presenca
de IgM especifica positiva associada a 1gG geralmente indica infeccdo recente. Entretanto, embora considerando
que a IgM é uma proteina de fase aguda e que, na toxoplasmose, alcanca seu nivel maximo em cerca de um més
apos a infeccdo e desaparece em média entre seis e nove meses, em alguns casos a IgM persiste em titulos baixos
por anos. Por isso, na investigacao de toxoplasmose na gestante, a presenca de IgG e IgM positivas, jd na primeira
amostra de sangue, indica a necessidade de realizar outros testes, sendo de grande ajuda a realizacdo do teste de
avidez de IgG. A presenga de anticorpos IgG com alta avidez indica que a infecgdo ocorreu hd pelo menos 12 a 16
semanas. Entretanto, a presenga de anticorpos IgG com baixa avidez ndo assegura que a infeccdo é recente, pois
esses anticorpos podem persistir por mais de um ano apés a infeccao aguda e sofrer a influéncia do tratamento da
gestante, que pode interferir na maturagao da IgG e prolongar a baixa avidez.

Recomenda-se, para as gestantes infectadas na gravidez, a realizagdo periddica de ultrassom obstétrico com o
objetivo de identificar no feto alteragdes indicativas de infeccdo, como dilatagdo dos ventriculos laterais do sistema
nervoso central e calcificagcdes no cérebro ou em outras visceras.

Em relagdo ao recém-nascido, os marcadores de infeccdo aguda sdo as imunoglobulinas especificas IgM, IgA e
IgE, pois a IgG pode ser transferida, passivamente, através da placenta da mae para o filho. Portanto, a IgG positiva
no neonato pode significar infeccdo congénita ou simplesmente refletir o perfil imunolégico da mée (Quadro 1).
Recentemente, foi desenvolvido um immunoblot (2DIB) com melhor sensibilidade para distinguir a IgG especifica de
origem materna daquela produzida pelo neonato (Moncada & Montoya, 2012).

Confirma-se a toxoplasmose congénita nos recém-nascidos com pelo menos uma das imunoglobulinas — IgM,
IgA ou IgE — positivas, sendo as duas primeiras as mais utilizadas na rotina clinica. Podem-se observar criangas
infectadas com diferentes perfis de imunoglobulinas especificas: IgM e IgA positivas; IgM positiva e IgA negativa;
IgM negativa e IgA positiva; IgM e IgA negativas. Esse ultimo perfil ocorre porque, mesmo quando os dois testes sao
realizados simultaneamente, a sensibilidade diagndstica é de 93%, o que significa que pode haver resultado falso
negativo em cerca de 10% dos casos. Os métodos de imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico
indireto (EIA) ndo sdao adequados para a identificacdo de IgM, sendo recomendados os ensaios imunoenziméticos
de captura, mais sensiveis. Considerando que durante o primeiro ano de vida a crianca elimina progressivamente a
IgG recebida passivamente da mae, a toxoplasmose congénita pode ser confirmada pela persisténcia da positividade
de 1gG aos 12 meses de vida. Ao longo desse seguimento, o aumento nos titulos de 1gG também indicam que a
crianga estd infectada.
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Quadro 1 — Correlagao clinico-laboratorial dos perfis soroldgicos mais comuns na investigacao da toxoplasmose congénita

Perfil soroldgico

Possibilidades de interpretacao
lgM 1gG

1. Auséncia de infecgao congénita por Toxoplasma gondii, ou infecgao nos Gltimos dias antes do nascimento.

2. Se ha suspeita clinica e/ou indicativos epidemioldgicos no pré-natal de toxoplasmose na gravidez, realizar outro exame 7-15

Nao reagente | Nao reagente | . .
g g dias depois do parto.

3. Pode colaborar na interpretacao dos resultados a realizacdo simultanea das provas soroldgicas pareadas do hindmio mae-filho.

1. Possihilidade de escape materno de IgM.

Reagente Nao reagente | 2. Se ha suspeita clinica e/ou indicativos epidemioldgicos no pré-natal de toxoplasmose na gravidez, realizar outro exame 7-15
dias depois do parto;' se a IgG for positiva, confirma-se a infecgao congénita.

Infecgdo congénita por Toxoplasma gondii, quando o exame é realizado nos 6 primeiros meses de vida. Pela possibilidade de

Reagente Reagente . ) ) . )
g g escape materno de IgM (muito raro), recomenda-se confirmar a presenga da IgM com mais de 7 dias de vida.

Muitos recém-nascidos com toxoplasmose congénita apresentam IgM especifica negativa desde o nascimento e, na maioria, a

IgM negativa-se precocemente. Por isso, IgM negativa nao afasta a possibilidade da infecgao congénita.
1. Se houver infeccdo congénita por Toxoplasma gondii, nos controles subsequentes haveré ascensao dos titulos de IgG, mesmo
em criancas assintomaticas.
Nio reagente | Reagente! 2. Se nao houver infecc@o congénita por Toxoplasma gondii e a IgG for apenas de transmissdo passiva, nos controles
g g subsequentes havera queda gradativa dos titulos de IgG, que desaparecerao até os 12 meses de vida.

oF importante avaliar indicativos epidemioldgicos do pré-natal e suspeita clinica para a adequada interpretacdo laboratorial,
sobretudo nas criangas assintométicas.

* Recomenda-se investigar os demais agravos infecciosos de transmissao vertical, assim como avaliagao oftalmolégica e
neuroldgica, mesmo em criangas assintomaticas.

! Pode ser realizada a pesquisa de IgA especifica, que, se reagente, também define o caso como infecgao congénita por Toxoplasma gondii. Associar a pesquisa de IgA, pois pode
aumentar a sensibilidade do diagndstico soroldgico da toxoplasmose congénita. Em alguns casos em que a IgM é negativa, a IgA pode ser positiva. As mesmas observacdes se
aplicam a possibilidade de escape materno nos primeiros sete dias.

Outros exames complementares devem fazer parte da investigagao diagndstica do recém-nascido com suspeita de
infeccdo congénita: exame de fundo de olho, exames de imagem do sistema nervoso central (ultrassom transfontanela,
tomografia computadorizada de cranio), exame do liquido cefalorraquidiano e exame audioldgico.

Criangas nascidas de mulheres coinfectadas por HIV e 7 gondii devem ser investigadas para toxoplasmose
congénita por causa do risco de reativagao da infecgdo cronica materna e transmissao vertical.

Em sintese, considera-se como diagndstico de toxoplasmose congénita, para fins de inicio do tratamento no
lactente, as seguintes situagdes: testes pds-natais positivos para IgM ou IgA especifica (até 6 meses de idade); detecgdo
de 7 gondii em tecidos ou fluidos corporais por meio da PCR; aumento progressivo dos niveis de 1gG especifica no
lactente; e positividade para IgG especifica acompanhada por alguma manifestagdo clinica caracteristica na crianga
(retinocoroidite, calcificacdes cerebrais, hiperproteinorraquia etc.). Para fins de pesquisa, pode-se adicionar a defini¢ao
de caso a deteccdo do parasita por inoculagdo em animais, cultura de células ou métodos imuno-histoquimicos e
a persisténcia de anticorpos IgG especificos além dos 11 meses de idade, sendo este ultimo o critério considerado
padrdo-ouro para o diagnéstico definitivo da toxoplasmose congénita. A auséncia da infeccao congénita serd definida
quando a IgG especifica nao for detectada apds 2 meses de idade na auséncia do tratamento antitoxoplasma (os falsos
negativos podem ocorrer antes de dois meses se a infeccao materna ocorrer proximo ao parto e nas criangas infectadas
tratadas com pirimetamina-sulfonamida).
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TRATAMENTO DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

O tratamento da toxoplasmose congénita € obrigatdrio e deve ser mantido durante todo o primeiro ano de vida da
crianca, seja o quadro sintomdtico ou nao, sob o esquema terapéutico com sulfadiazina, pirimetamina e dcido folinico
(Quadro 2). O tratamento especifico e prolongado para a toxoplasmose nos recém-nascidos infectados parece reduzir
sequelas oculares e neurolégicas quando comparados com controles histéricos (McAuley, 2008; Mets et al., 1997;
McLeod et al., 2009) que ndo foram submetidos a tratamento.

McLeod e colaboradores (2006) relataram os resultados de um estudo longitudinal com acompanhamento de 120
casos de toxoplasmose congénita entre 1981 e 2004, que receberam durante um ano tratamento com pirimetamina,
sulfadiazina e acido folinico. Observaram que esses pacientes tiveram melhores resultados quanto ao acometimento
ocular e neuroldgico em relagdo as criangas que nao foram tratadas ou que foram tratadas por menor tempo. Nesse
estudo realizado em Chicago, nos Estados Unidos, foi feita a estratificacdo dos casos conforme a gravidade da doenga
ao nascimento. Entre as criangas do grupo de manifestacdes leves ou ausentes, ndo houve recorréncia de lesoes
oculares e 85% delas apresentaram acuidade visual normal. No grupo de criangas classificadas com doenca grave,
100% apresentaram audicdo normal, 80% desenvolveram fungdo motora normal e 64% ndo apresentaram recorréncia
de lesdes, mas dano visual foi detectado em 85% dos casos.

Portanto, mediante as evidéncias do estudo de Chicago, além de outros, estd recomendado o tratamento da
toxoplasmose congénita durante todo o primeiro ano de vida, do seguinte modo: pirimetamina (2 mg/kg em dose de
ataque por dois dias, manter depois 1 mg/kg/dia), em dose Unica didria por seis meses para criancas sintomaticas
e por dois meses para aquelas assintomaticas, depois manter trés vezes por semana até o fim do tratamento;
sulfadiazina (100 mg/kg/dia) em duas doses didrias; e dcido folinico (10-30 mg) trés vezes por semana, conforme
controles do hemograma. A corticoterapia (prednisona a 1 mg/kg/dia) estd indicada na meningoencefalite e na
retinocoroidite aguda com comprometimento da macula e/ou do nervo 6ptico, até a melhora do quadro. E necessario
0 acompanhamento clinico e oftalmoldgico a cada noventa dias até os 18 meses, depois semestral durante toda a
fase pré-escolar (Guerina et al., 1994; McAuley, 2008).

As criancas com toxoplasmose congénita sob tratamento devem realizar com regularidade hemograma, pela
possibilidade da mielotoxicidade dos medicamentos usados, exames bioquimicos (ureia, creatinina e transaminases)
e exames de urina (observar se ha cristaltria ou proteintria relativas ao uso da sulfadiazina).

0 hemograma deve ser solicitado uma vez por semana no inicio do tratamento com especial atengao a contagem de
hemdcias, leucdcitos e plaquetas. O principal efeito a ser monitorizado € a neutropenia. Se a contagem de neutréfilos
se mantiver estavel nas primeiras semanas, este exame pode ser realizado a cada 15 dias e uma vez ao més quando
a pirimetamina estiver sendo administrada em dias alternados. Se a crianca apresentar infeccao viral intercorrente,
retomar o controle do hemograma com mais frequéncia.

A contagem de neutréfilos deve ser mantida acima de 1.000/mm?®. Quando estiver entre 500 a 900/mm?, o 4cido
folinico passa a ser usado em dose didria ou pode-se optar pelo aumento da dose. Se os neutréfilos evoluirem para
menos de 500/mm?®, a pirimetamina deve ser suspensa, mantendo-se o dcido folinico como jd recomendado. A
pirimetamina sera reintroduzida quando a contagem de neutréfilos estiver superior a 1.000/mm?.

A extrapolagdo dos resultados sobre efetividade do tratamento de um continente para o outro pode ndo ser
valida, tendo em vista a possibilidade de a farmacodinamica variar conforme o genétipo do parasita (Khan et
al., 2006; Vallochi et al., 2005). Por isso, ha mudangas de paradigmas quanto as consideragdes em relacao ao
tratamento na gravidez no continente sul-americano, quando pesquisadores internacionais, antes reticentes a este
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tratamento, informam que a evidéncia cientifica comega a mostrar um importante impacto das lesées oculares que
podem variar de acordo com a presenga ou auséncia de tratamento das maes no decurso da fetopatia toxopldsmica
(Gilbert et al., 2008; Gilbert, 2009; Cortina-Borja et al., 2010).

Quadro 2 — Esquemas terapéuticos recomendados ao tratamento da toxoplasmose na gravidez e congénita

Forma clinica Esquema terapéutico Tempo de tratamento Observacoes

) L Na certeza da infeccao fetal e nas infeccdes adquiridas
— Na incerteza da infecgao fetal, L. o o o
Toxoplasmose na gravidez" L o Até proximo ao parto no terceiro trimestre, usar a associagao sulfadiazina com

iniciar com espiramicina’ . .
pirimetamina e acido folinico?

o . Manter controles necessarios (ver texto): hemograma
" Associagao de sulfadiazina com , ) L .
Toxoplasmose congénita® . ) L. L. Até completar 1 ano de vida | inicialmente semanal, avaliaco clinica mensal, exame de fundo
pirimetamina e écido folinico L .
de olho, avaliacao do desenvolvimento motor, entre outros

'Espiramicina, 3 g/dia, dois comprimidos de 500 mg a cada oito horas. Em outra apresentacao comercial a dose equivalente é de 6-9 milhdes de Ul/dia: dois comprimidos a cada
oito ou 12 horas (cada comprimido contém 1,5 milhao de Ul).

ZQuando ocorre soroconversao apés a 182 semana de gravidez, alguns autores recomendam iniciar o tratamento com a associagao de sulfadiazina, pirimetamina e 4cido folinico
(Moncada & Montoya, 2012).

$Sulfadiazina (100 mg/kg/dia fracionada em duas tomadas a cada 12 horas), associada a pirimetamina (1 mg/kg/dia) e &cido folinico (inicialmente 10 mg trés vezes por semana).
Apos os 2-6 meses a pirimetamina passa a ser administrada trés vezes por semana.

PROGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

Informacoes sobre o progndstico da toxoplasmose congénita, assim como o risco de transmissdo materno-fetal
da infeccdo, sdo especialmente importantes para orientagdo e aconselhamento dos pais nos casos de diagndstico da
toxoplasmose durante a gestacao. Em situacao de desconhecimento da infecgao fetal, a época de pior progndstico para
ocorrer a infeccao materna € o segundo trimestre, porque nessa época ja existe um risco grande de ocorrer transmissao
vertical (em torno de 40% considerando todo o trimestre) e, a0 mesmo tempo, ainda existe um risco consideravel de
acometimento fetal grave, incluindo manifestagoes neuroldgicas (Dunn et a/., 1999).

Como visto na se¢ao Risco de Transmissao Vertical da Toxoplasmose, no primeiro trimestre o risco de transmissao
materno-fetal de 7" gondii é bem menor (menos de 10% considerando todo o trimestre e menos de 5% no primeiro més),
0 que torna mais provavel que o feto ndo seja contaminado, principalmente se a infeccdo materna tiver sido diagnos-
ticada precocemente e for tratada de imediato e durante toda a gestacdo. Na presenca de diagndstico fetal positivo,
entretanto, a infecgdo no primeiro trimestre passa a ter progndstico mais reservado, pelo fato de o acometimento fetal
poder ser mais grave, principalmente com referéncia ao sistema nervoso central. Nessa situagdo, o diagnéstico fetal
e os exames de imagem (ultrassonografia) sao muito importantes, podendo detectar hepatoesplenomegalia, dilatacéo
ventricular, calcificacdes, atrofia de globo ocular e outras anormalidades, que, se presentes, pioram o progndstico
(Cortina-Borja et al., 2010; Dunn et al., 1999; McAuley et al., 2008; McLeod et al., 2006). A importancia de investigar
essas alteragoes foi enfatizada por estudos que mostraram que na toxoplasmose adquirida nos primeiros meses de
gestagdo, mas sem alteracoes na ultrassonografia fetal, o prognéstico para a crianca é muito bom (Berrebi et al., 2007).

Nas infecgoes adquiridas no terceiro trimestre, o risco de transmissdo materno-fetal ¢ altissimo, motivo pelo
qual se recomenda tratamento completo da gestante (preferencialmente com esquema que atravesse a barreira
placentdria) a partir do diagndstico da infecgao materna, dispensando inclusive o diagndstico fetal. As manifestagdoes
neuroldgicas costumam ser inexistentes ou leves (geralmente poucas calcificagoes cerebrais e sem repercussao clinica).
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O progndstico neuroldgico € muito bom; entretanto, permanece um risco elevado de lesdes oculares, incluindo extensa
retinocoroidite (Vasconcelos-Santos et a/., 2009; Dunn et a/., 1999; McLeod et al., 2006; Moncada & Montoya, 2012).

As manifestacgoes clinicas de pior progndstico na crianga séo atrofia do parénquima cerebral (hidranencefalia),
hidrocefalia presente ao nascimento, microcefalia, convulsoes, alteragdes motoras muito acentuadas, microftalmia,
atrofia dptica e retinocoroidite macular extensa. Em alguns casos, em que lesdes neuroldgicas ou oculares graves e
irreversiveis ja se tenham instalado ao nascimento, o tratamento especifico ndo é resolutivo, embora seja sempre
indicado. Nesses casos, os tratamentos auxiliares tornam-se mais importantes (anticonvulsivantes, nutricao especial
etc.) (McLeod et al., 2006; Moncada & Montoya, 2012).

Nos tltimos anos evidencia-se cada vez mais a importancia das diferentes cepas de 7 gondii na epidemiologia,
quadro clinico e prognéstico da toxoplasmose congénita. Entretanto, ainda nao hd evidéncias de que o conhecimento
da cepa em um determinado caso possa determinar diferenca na abordagem diagndstica e terapéutica. Para todos os
casos consideram-se as mesmas indicagdes de tratamento e acompanhamento, abordadas na secao Tratamento da
Toxoplasmose Congénita (Olariu et a/., 2011).

Alguns pontos devem ser lembrados para que os pais sejam orientados objetivamente, sem exagerado otimismo
Ou pessimismo:

e 0 progndstico da hidrocefalia depende muito do tempo transcorrido do seu inicio até a colocagdo de
derivacdo ventricular. Nos casos em que esta ¢ feita em tempo habil, a crianca pode ter um desenvolvimento
completamente normal. Deve-se ter um especial cuidado em diferenciar, no exame de imagem, a compressao
do parénquima, pelo sistema ventricular muito dilatado, de uma verdadeira hidranencefalia;

e criangas com microcefalia podem evoluir bem e atingir um desenvolvimento razoavel, com aquisicdo de
habilidades motoras e de linguagem que garantem uma vida quase normal;

e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor do lactente nao necessariamente acarreta um grande retardo
futuro, e a crianga pode adquirir as habilidades de modo paulatino e mais tardiamente;

e criangas com lesdes oculares extensas, tratadas corretamente e com assisténcia oftalmolégica continuada,
podem surpreender por seu desempenho visual, sendo comum que frequentem classes de aula normais, desde
que com atencao especial para com sua capacidade visual.

PREVENGAQ E CONTROLE DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

A prevencdo da toxoplasmose congénita, ou de suas sequelas, é possivel mediante quatro estratégias, que podem
ser combinadas: identificar as mulheres suscetiveis e limitar o risco de contaminacdo durante a gestagdo (prevengao
primadria); identificar a toxoplasmose na gestagao, evitando ou limitando a transmissao placentaria de 7~ gondit, pelo
tratamento da gestante (prevengao secunddria); sendo detectada a soroconversao materna, realizar diagnéstico fetal e,
se positivo, tratar o feto; e identificar, diagnosticar e tratar os recém-nascidos com toxoplasmose congénita, mesmo 0s
assintomaticos, para prevenir sequelas tardias (as duas ultimas estratégias denominadas as vezes ‘prevengao terciaria’)
(Ambroise-Thomas, 2003).

Prevencao Primaria

A reducao do risco de contaminagao das gestantes € feita por meio de medidas higiénicas educativas, que devem
ser aplicadas antes e durante a gestagdo (Quadro 3). O programa de prevencao primadria pode ser adaptado a cada
regido, considerando hébitos de vida, principais fatores de risco e outras caracteristicas regionais.
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E aconselhdvel que todas as gestantes, independentemente do seu estado imune, recebam orientacoes de
prevencao primdria, pois foram descritos casos raros de toxoplasmose congénita em gestantes imunocompetentes
previamente soropositivas para toxoplasmose, levantando a possibilidade de recontaminacao, talvez por outra cepa
de 7 gondii. Entretanto, principalmente sob o ponto de vista de satide puiblica, o maior risco encontra-se nas gestantes
soronegativas (suscetiveis), que devem ser alvo de programas preventivos intensivos. Assim, o ideal é combinar a
prevencdo primdria com a triagem soroldgica, que identifica esse grupo. Além disso, o conhecimento sobre a prépria
suscetibilidade estimula as gestantes a seguir as medidas preventivas recomendadas. Os médicos sao a principal fonte
de informagdo e devem ser sensibilizados quanto ao seu papel primordial para que as instrugdes sejam fornecidas de
modo repetido e compreensivel durante a gestagdo (Breugelmans, Naessens & Foulon, 2004; Lago, 2006).

Quadro 3 — Instrugdes de prevengao da toxoplasmose para gestantes

« Evitar a infeccdo dos gatos: manté-los bem alimentados para que, ao cacar, nao ingiram sua caga; nao alimenta-los com carne crua e evitar que saiam a rua.

« Evitar a maturag@o dos oocistos, trocando a caixa de excrementos dos gatos diariamente. A gestante nao deve realizar essa tarefa.

« Evitar contato com gatos, principalmente filhotes.

« Controlar a presenca de roedores no domicilio.

« Evitar manipulagéo da terra ou usar luvas (p. ex., na horticultura, jardinagem, limpeza de quintal).

* Lavar bem as maos apés manipulagao de frutas, verduras e legumes.

« Lavar cuidadosamente frutas, verduras e legumes antes do consumo. Gestantes, de preferéncia, ndo devem ingerir alimentos crus.

« Proteger reservatdrios de dgua para uso humano de contaminagao por fezes de felideos.

« Nao ingerir e ndo ter contato com nenhuma fonte de dgua nao tratada (rios, lagos, acudes).

« N3o deixar que moscas e baratas entrem em contato com os alimentos.

« Nao consumir leite nao pasteurizado, principalmente de cabra, ou alimentos feitos com leite ndo pasteurizado.

« Nao consumir ovos crus (maionese, gemada) ou com a gema mole.

« Ingerir a carne somente bem passada (apés perder completamente a cor vermelha). Esta recomendacéo ¢ vélida para qualquer tipo de carne, inclusive embutidos.

« Nao experimentar carne crua. Usar luvas durante a sua manipulacao e cuidar para nao passar as maos na boca e nos olhos.

« Gestantes de preferéncia nao devem consumir embutidos, especialmente artesanais.

« Congelar a carne diminui a infecciosidade dos cistos, mas néo garante a erradicacao.

« Higienizar bem (com agua e sabao) os utensilios utilizados no preparo da carne, antes de usa-los para outros fins.

Triagem Pré-natal

Na rotina da triagem pré-natal, a primeira sorologia para toxoplasmose deve ser realizada antes ou no inicio
da gestacdo, a nao ser que um documento identifique a mulher como previamente imune. Gestantes com evidéncia
sorolégica de infeccdo anterior a gestacdo nao necessitam de controles subsequentes. Pode acontecer que no primeiro
exame a presenca de IgM especifica indique toxoplasmose recente. O diagndstico da toxoplasmose na gestagao ja foi
abordado na segdo Diagndstico, neste capitulo.

Nas gestantes suscetiveis, a sorologia deve ser repetida periodicamente até o final da gestacdo, visando detectar
uma possivel soroconversao, ja que a toxoplasmose geralmente passa despercebida clinicamente. Idealmente,
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a periodicidade da sorologia deveria ser mensal; entretanto, por motivos econdémicos, alguns programas utilizam
intervalos de dois ou trés meses. A sorologia deve ser repetida no momento do parto nas pacientes previamente
soronegativas e nas que nao realizaram os testes durante a gestacao (Lago et al., 2009).

Triagem Neonatal

A triagem neonatal consiste na pesquisa de IgM anti-7 gondii junto com os outros testes de rotina. Quando
positiva, € feita sorologia confirmatéria no recém-nascido e na mae. A IgM anti-7 gondii positiva no teste de triagem
neonatal deve ser sempre seguida de investigacdo completa e acompanhamento do lactente, mesmo com resultado
negativo nos testes séricos confirmatdrios, pois a IgM pode negativar-se muito precocemente no lactente infectado
(muitas vezes antes de um més e frequentemente antes dos dois meses). Como nem todos os recém-nascidos com
toxoplasmose congénita apresentam IgM anti-7 gondii positiva, alguns casos podem passar despercebidos pela
triagem neonatal (Guerina et al., 1994; Vasconcelos-Santos et al., 2009).

Escolha da Estratégia

A prevengao primdria deve sempre ser realizada, mas considera-se importante que seja acompanhada por algum
tipo de triagem sorolégica, ficando a discussao entre a estratégia neonatal ou a pré-natal (Lago, 2006).

Argumentos a favor da triagem neonatal sdo as controvérsias ainda existentes sobre o tratamento na gestagao, o
grande nimero de gestantes suscetiveis em regides de baixa prevaléncia, as dificuldades operacionais dos programas
pré-natais e a angustia gerada nos pais nos casos de duvida diagndstica na gestacdo. Irrefutaveis evidéncias da
eficacia do tratamento iniciado precocemente nos recém-nascidos também constituem um forte argumento a favor
dessa estratégia, que, entretanto, requer um programa bem estruturado, em que ndo ocorram atrasos na confirmagéo
diagndstica e no inicio do tratamento (Guerina et a/., 1994; McLeod et al., 2009).

Entretanto, em estudos recentes aponta-se cada vez mais para as vantagens da triagem pré-natal, embora questoes
éticas impecam ensaios randomizados com grupo-controle sem tratamento. Apesar das dificuldades inerentes aos
estudos observacionais, as evidéncias atuais ja sdo suficientes para defender a importancia da estratégia pré-natal,
que estimula a prevencado e permite o tratamento precoce dos casos detectados ainda na fase intrauterina, com melhora
do prognéstico (Cortina-Borja et al., 2010; McLeod et a/., 2009; Thulliez, 2001).

A escolha da estratégia € influenciada também pela prevaléncia da toxoplasmose na populagao. Em regiées onde
a prevaléncia € baixa, a triagem pré-natal torna-se mais onerosa pela alta proporcao de gestantes suscetiveis que
precisam repetir a sorologia varias vezes, apesar de terem menos chance de se contaminar. Porém, levando em conta a
alta morbidade da toxoplasmose congénita, a triagem pré-natal pode ser custo-efetiva mesmo nessas regides. Quando
a prevaléncia € alta, a triagem pré-natal tem uma melhor relagdo custo-beneficio, como no Brasil, onde em média
70% das mulheres em idade fértil j4 sdo imunes e apenas 30% necessitam repetir os testes no decorrer da gestacao.
Além disso, pela forte contaminagdo do ambiente, as gestantes suscetiveis tém alto risco de adquirir a toxoplasmose.
Estudos de custo-beneficio ndo podem ser generalizados, pois cada drea geografica tem peculiaridades que influem no
resultado e indicam diferentes algoritmos, havendo necessidade de pesquisas que levem em conta essas diferencas.
Por outro lado, esses estudos nao incluem os custos intangiveis de prevenir mortes neonatais ou deficiéncias, sendo
importante nao subestimar os custos humanos de um dano que poderia ser minimizado ou mesmo evitado (McLeod
et al., 2009; Thulliez, 2001; Stillwaggon et al., 2011)
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Quadro Clinico em Pacientes Imunocompetentes

Guido Carlos Levi

Atoxoplasmose adquirida é assintomética na maioria dos casos, isto é, em aproximadamente 80%-90% dos
individuos imunocompetentes (Remington, 1974). Serao analisadas aqui somente as manifestagoes clinicas da
doenga em pacientes com imunidade normal, pois o capitulo 12 é dedicado aos imunocomprometidos, exceto os
quadros oculares, que por sua importancia também mereceram um capitulo préprio (capitulo 14). O Quadro 1 resume
as possiveis manifestacgoes clinicas da toxoplasmose em pacientes imunocompetentes.

Quadro 1 — Formas clinicas de toxoplasmose adquirida em individuos imunocompetentes

1. Forma linfoglandular
Meningoencefalite
Coriorretinite
Pneumonite
Miocardite

Hepatite

Miosite

8. Erupcao cutanea

Fonte: Amato Neto et a/., 1995.

FORMA LINFOGLANDULAR

A forma linfoglandular é de longe a mais frequente das formas de toxoplasmose adquirida. Febre, linfadenomegalia,
hepatomegalia e esplenomegalia, cefaleia e mialgia sdo os achados mais comuns, podendo ocorrer também dor de
garganta, erup¢do cutanea e sudorese noturna.
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A linfadenopatia é encontrada principalmente na cadeia cervical, em especial a posterior (Jones, Kean & Kimball,
1965a). A frequéncia de seu achado é variavel: 70% para Amato Neto e colaboradores (1995), 59,8% para Silva
e colaboradores (2008), 40% para Kean (1972). Os ganglios costumam apresentar consisténcia normal e ser um
pouco dolorosos a palpagdo. Em geral sdo méveis, ndo aderentes aos planos profundos, e ndo coalescentes, embora
ocasionalmente cheguem a formar massas que se assemelham as de processos neopldsicos. As vezes surgem em
localizacées nao habituais, como a regido parotidea, inclusive intraglandulares, levando a confusao diagndstica com
caxumba e tumores de parétida (Ferraz et al., 1984; Hadi & Rameh, 2007).

A febre também é achado frequente, embora com encontro varidvel em estudos diversos: 79% para Amato Neto,
Bianchi e Pannuti (1973), 59,8% para Silva e colaboradores (2008) e 40% para Kean (1972). Pode ser bastante
elevada, as vezes continua, as vezes mais vespertina, geralmente com uma a duas semanas de evolucao, raramente
ultrapassando um més. E muito comumente acompanhada de cefaleia e mialgia.

Hepatomegalia é encontrada em um ter¢co (Levi & Mendonga, 2003) a dois tercos dos casos (Amato Neto,
Mazzucato & Asato, 1985), e esplenomegalia em cerca de 40% (Levi & Mendonga, 2003). Como na toxoplasmose
adquirida € frequente o encontro de atipias linfocitarias, as vezes em quantidades elevadas, ¢ facil compreender
como a linfadenopatia febril associada aos achados acima descritos leva a uma possivel confusdo diagndstica com a
mononucleose infecciosa, exigindo diferenciagdo soroldgica.

No diagndstico diferencial, também se deve atentar para citomegalovirose, tuberculose, doenga de arranhadura
de gato, sarcoidose, leucemia, linfoma e neoplasias metastaticas (Amato Neto et al., 1995). Em 1985, Amato Neto
Mazzucato e Asato (1985) chamaram a atencao, pela primeira vez na literatura, para a possivel confusao diagndstica
nas fases iniciais da toxoplasmose adquirida linfoglandular com a febre tifoide, pois o hemograma da primeira
nesse periodo pode ser leucopénico, com desvio a esquerda e aneosinofilia, semelhante, portanto, ao da segunda. A
diferenciacao se tornard mais simples com a evolugao clinica e as modificagdes nas caracteristicas do hemograma.

A evolucdo da forma linfoglandular da toxoplasmose adquirida costuma ser benigna e autolimitada. A astenia
pode persistir algum tempo, e a linfadenopatia por varios meses.

E preciso chamar a atencdo, entretanto, para a possibilidade de formas mais graves, quando poderdo estar
presentes também manifestacoes de outras formas clinicas (que veremos a seguir), e para a ocorréncia tardia de
aparecimento da coriorretinite, como serd relatado no capitulo 14 (Toxoplasmose ocular).

MENINGOENCEFALITE

Embora o comprometimento do sistema nervoso central na toxoplasmose seja habitualmente associado a algum tipo
de imunodeficiéncia, em particular Aids, varios casos ja foram descritos em individuos imunocompetentes. Sabin, em
1941, foi o primeiro a chamar a atencdo para essa possibilidade, com suas observagoes sobre encefalite toxopldsmica em
criangas (Sabin, 1941). Em 1975, Townsend e colaboradores (1975), revendo 45 casos publicados de toxoplasmose do
sistema nervoso central, verificaram nao haver imunodeficiéncia reconhecivel em 22 deles, e destacaram a importancia
de considerar essa possibilidade diagndstica por se tratar de patologia com potencial beneficio terapéutico. Em 1996,
Couvreur e Thulliez (1996) descreveram quatro casos associados a comprometimento ocular.

As principais manifestagoes clinicas sdo cefaleia, distirbios de comportamento e do nivel de consciéncia (Carvalho
& Farhat, 1999). Alguns autores chamam a atencao para a possibilidade de ocorrer conjuntamente perda auditiva,
que poderia surgir mesmo sem manifestacoes clinicas de meningoencefalite (Rosch et a/., 1998; Schlottmann, et a/.
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1996). Outros tipos de comprometimentos neurolégicos, como encefalite pura, mielite, paralisia de nervos cranianos e
polirradiculoneurite, sdo bem mais raros, bem como a formagao de abscessos cerebrais (Silva et al., 2001).

0 diagnéstico etiologico pode ser dificil, em virtude da possibilidade de aparecimento tardio dos anticorpos especificos
(Hakes & Armstrong, 1983). As alteracdes liqudricas em geral sdo caracterizadas por discreto aumento de celularidade,
com predominio de linfomononucleares e hiperproteinorraquia nao muito elevada (Amato Neto et a/., 1995). O achado
do toxoplasma no liquor € excepcional em pacientes imunocompetentes. Embora possa vir a representar um util
procedimento diagndstico, a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no liquor ainda carece de maior experiéncia
(Savva et al., 1990).

PNEUMONITE

Embora possa ser achado radiolégico em paciente com a forma linfoglandular aguda, em alguns casos, raros
porém nao excepcionais, a pneumonite pode ser a manifestacao predominante de uma toxoplasmose adquirida em
individuo imunocompetente.

Ja em 1963, Ludlam e Beattie (1963) descreveram nove casos, classificando dois como provéveis e sete como
possiveis. Na enfermaria de moléstias infecciosas do Hospital do Servidor Publico Estadual Francisco Morato de
Oliveira, de Sao Paulo, foram coletados seis casos com confirmagdo soroldgica indiscutivel de infeccdo aguda em que
o0 quadro pulmonar foi a manifestacao central (Amato Neto et a/., 1995).

0 exame radioldgico do térax mostra em geral um comprometimento intersticial dos pulmoes, numa minoria dos
casos, podendo haver aspecto broncopneumonico, sendo também excepcional o achado de ganglios mediastinais
enfartados (Langeron & Routier, 1962).

MIOCARDITE

O acometimento miocdrdico é mais comum nas formas disseminadas da doenca (Kass et a/., 1952), porém pode
ocorrer, embora excepcionalmente, como manifestagdo clinica isolada (Montoya et a/l., 1997). A maioria dos casos
descritos na literatura teve diagnéstico post mortem, pois o quadro clinico ndo é diferente de outras causas de
miocardite. O diagndstico em vida baseia-se na presenca de quadro clinico e eletrocardiografico de miocardite com
sorologia positiva para toxoplasmose aguda e auséncia de outras causas de miocardite (Montoya et al., 1997). Podem
ocorrer arritmias, insuficiéncia cardiaca e pericardite associada (Jones, Kean & Kimball, 1965b).

E importante a suspeita clinica precoce, pois embora a efetividade da terapéutica antitoxopldsmica na miocardite
ndo tenha avaliagdes mais extensas, por causa da baixa frequéncia dos casos, parece que a adigdo de corticoterapia
ao esquema antiparasitario pode ser 1til, pelo menos na presenga de arritmias e defeitos de conducao (Theologides &
Kennedy, 1969).

HEPATITE

A existéncia de um tipo hepdtico de toxoplasmose adquirida foi proposta pela primeira vez por Kabelitz (1962),
em 1962. Em sua descricao de 26 casos, embora em alguns as alteragoes hepéticas tenham surgido como parte de
uma forma linfoglandular da doenga, em alguns pacientes o processo hepético foi observado como quadro primdrio.
A seguir, ocorreram poucas descricoes de toxoplasmose aguda simulando quadro de hepatite viral, tendo Vischer,
Berheim e Engelbrecht (1967), em 1967, publicado dois casos com essas caracteristicas.
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Em nosso meio, Amato Neto e Mendonga (1979) realizaram as mais extensas investigacoes disponiveis sobre
o comprometimento hepatico na forma linfoglandular da toxoplasmose adquirida. Além do achado frequente de
hepatomegalia (66% dos casos), relataram que os aumentos de transaminasemia sao relativamente frequentes (um
terco dos casos) e em niveis no maximo moderados. Ictericia nunca esteve presente, e os achados anatomopatoldégicos
sugeriam nao haver motivos para evolugao hepdtica desfavoravel.

MIOSITE

Embora a toxoplasmose aguda simulando polimiosite seja considerada rara, existem numerosas publicagoes
sobre essa manifestacdo da doenca (Samuels & Rietscheil, 1976). Chegou-se mesmo a suspeitar da toxoplasmose
como causa da dermatomiosite (Lapetina, 1989), porém esse nexo etioldgico jamais foi comprovado. No entanto, a
confusdo diagnéstica é compreensivel pela possivel intensidade de comprometimento de musculos esqueléticos na
toxoplasmose aguda, como bem estudado em nosso meio (Mendonca, Amato Neto & Pasternak, 1972; Hallack, 1974),
onde o diagnéstico diferencial importante se da com a leptospirose.

ERUPGAQ CUTANEA

Embora varios tipos de manifestagdes exantemdticas ja tenham sido associados a toxoplasmose aguda, a mo-
dalidade maculopapular é seguramente a mais frequente. Tem predominio tordcico e duracdo variavel (Amato Neto,
1970). No entanto, Amato Neto (1970) chama a atencdo para o fato de as lesoes dermatoldgicas da toxoplasmose
virem em geral associadas a outras manifestagdes da doenca, ndo sendo possivel afirmar se existe processo exan-
tematico puro ou predominante.

Finalmente, cabe destacar a ocorréncia de surtos epidémicos de toxoplasmose adquirida em nosso meio. O capitulo 8,
relativo a epidemiologia da doenca, analisa essa situagdo com mais detalhes. Algumas vezes suspeitou-se de provavel
transmissao alimentar, em outras nao foi identificada a provavel fonte de contaminagdo. No entanto, e falando a
favor da existéncia de cepas de 7oxoplasma gondii com diferentes patogenicidades, as caracteristicas desses surtos
foram bastante diversas. No surto de Serra dos Carajds, no Pard (Hallage et al., 1992), o acometimento pulmonar
foi a principal manifestacdo clinica, estando presente em 68,8% das formas sintomadticas. Ja no surto de Itararé
(estado de Sao Paulo), a maioria dos pacientes apresentou quadro clinico exuberante, com grave comprometimento do
estado geral, inclusive com quatro internacdes em UTI com quadro convulsivo, miocardite e insuficiéncia respiratéria
(Servigo de Epidemiologia do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, 1999). Ja nos outros surtos houve basicamente
doenca febril aguda com predominio das manifestacoes linfoglandulares.
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Toxoplasmose em Pacientes
Imunocomprometidos e com Aids

Vivian lida Avelino-Silva « Esper Georges Kallds

a infeccdo humana aguda por 7oxoplasma gondii, a resposta imune nado ¢ capaz de eliminar todos os parasitas
Npresentes no organismo. Muitos deles sdo conservados sob a forma de bradizoitas em cistos quiescentes nos
tecidos, principalmente na musculatura esquelética e no sistema nervoso central (SNC), frequentemente por toda
a vida. A integridade do sistema imune tem, entdo, o importante papel de manter o estado de laténcia clinica da
toxoplasmose (Amato Neto et al., 2008).

Atéadécada de 1980, a toxoplasmose foi raramente descrita em pacientes imunocomprometidos por diversas causas,
como imunodeficiéncias congénitas, neoplasias e imunossupressao por meio de medicamentos, manifestando-se sob
a forma de encefalite, miocardite e pneumonia (Amato Neto et a/., 2008). Mais recentemente, com o uso ampliado de
terapias imunossupressoras cada vez mais potentes, infec¢des parasitarias do SNC podem ser observadas com maior
frequéncia e gravidade clinica. O risco de ocorréncia de infeccoes de SNC varia conforme o tipo de imunossupressao
e o 6rgao transplantado, e, entre receptores de transplante de medula dssea (TMO), o risco é maior nos receptores
de transplantes alogénicos. Pacientes submetidos a periodos prolongados de imunossupressao intensa, tais como
receptores de TMO com doenca do enxerto versus hospedeiro ou receptores de érgaos sélidos com rejeicdo do 6rgao
transplantado, apresentam maior risco de infeccoes oportunistas do SNC. 7 gondii é o agente mais frequente de
infecgoes parasitdrias de SNC em tais pacientes (Walker & Zunt, 2005).

Foi a partir da década de 1980, no contexto da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids), que as formas de
reativagdo da toxoplasmose no imunocomprometido assumiram maior importancia epidemioldgica, principalmente
em regioes de elevada prevaléncia de infec¢ao pelo 77 gondii, como o Brasil (Amato Neto ez al., 2008; Pereira-Chioccola,
Vidal & Su, 2009).

Aencefalite por 7. gondii é considerada doenga definidora de Aids, sendo a mais frequente das doencas oportunistas
de acometimento cerebral, tanto em paises em desenvolvimento quanto em varios paises desenvolvidos. Desde o
advento da terapia antirretroviral altamente potente (também conhecida como highly active antiretroviral therapy
— Haart), observou-se importante progresso no tratamento da infeccdo pelo HIV e recuperacdo imunoldgica dos
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pacientes. Em paises em desenvolvimento e com menor acesso a Haart, o impacto da terapia na reducao das doengas
definidoras tende a ser inferior, e a toxoplasmose permanece como importante causa de morbidade e mortalidade em
pacientes com HIV/Aids (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009).

PATOGENIA E RESPOSTA IMUNE

Apés a ingestdo de cistos ou oocistos de toxoplasma, o curso da infeccdo humana em geral é benigno e
autolimitado, mas pode variar conforme o volume do inéculo, a viruléncia do parasita, caracteristicas genéticas e
status imunolégico do hospedeiro. A reagdo imune se desenvolve nas primeiras semanas de infeccdo e caracteriza-se
pela formacdo de resposta imune adaptativa com intensa polarizacao de resposta tipo 1, associada a producdo de
anticorpos das classes I1gG, IgM, IgA e IgE. Taquizoitas extracelulares sdo entdo eliminados dos tecidos, enquanto
alguns parasitas intracelulares diferenciam-se em formas latentes (bradizoitas), circundados por um vactolo
parasitéforo e uma parede cistica. Tais cistos possuem a capacidade de escapar a resposta imune e permanecer
na forma latente indefinidamente, localizando-se preferencialmente na musculatura esquelética e no SNC. Durante
a evolugdo em individuos imunocompetentes, pode ocorrer ruptura de alguns cistos teciduais, mas os bradizoitas
liberados sao normalmente eliminados pela resposta imune do hospedeiro, sem que ocorra a producao de taquizoitas
teciduais (Amato Neto et al., 2008).

Em individuos imunocomprometidos, cistos quiescentes podem sofrer reativacdo. Alteracoes qualitativas e
quantitativas em linfécitos T, associadas a menor producao de IFN-y e outras citocinas de padrao Th1, podem estar
associadas a perda da capacidade de contengao da infecgdo em sua forma latente. Como resultado, ocorre conversao
de bradizoitas em taquizoitas ativos com elevada capacidade de replicagao e destruigao tecidual. Devido a localizagao
preferencial no SNC, os episédios de reativagao frequentemente acometem o encéfalo e a retina. A preferéncia de
T gondii pelo tecido cerebral ainda ndo é bem compreendida, mas acredita-se que o parasita toma proveito do
ambiente ‘imunoprivilegiado’, isto é, que apresenta um estrito controle anti-inflamatério (Walker & Zunt, 2005;
Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Suzuki, 2002).

Em receptores de transplantes, a toxoplasmose pode ocorrer apds reativacdo de um foco latente de infeccao
(reativagdo), ou como infecgdo aguda, apds ingestao de cistos ou oocistos do parasita ou ainda pela transferéncia de
cistos vidveis do 6rgao transplantado ao receptor. Nesse caso, pacientes sem infecgao prévia por 7’ gondii e submetidos
a transplante cardiaco de doadores soropositivos encontram-se sob maior risco.

Em pacientes infectados por HIV a toxoplasmose € mais frequentemente causada por reativacao de focos latentes
do parasita. Um terco dos pacientes com IgG especifica contra 7" gondii desenvolve a doenca de reativacdo. Entretanto,
a auséncia de IgG sérica nao exclui o diagndstico de encefalite por toxoplasma, embora isso seja raro. A incidéncia
da doenca é reduzida em pacientes submetidos a uso profilatico de sulfametoxazol-trimetoprim ou dapsona e
pirimetamina (Walker & Zunt, 2005; Kaplan et al., 2009).

QUADRO CLINICO E DIAGNOSTICO

Manifestagoes clinicas da toxoplasmose aguda ou da reativagdo em pacientes imunocomprometidos podem variar
conforme o tipo e intensidade da imunossupressao. Diferengas entre as apresentacoes em pacientes com infecgdo por
HIV e pacientes transplantados poderiam ser atribuidas, entre outros fatores, a deplecdo seletiva de linfécitos T CD4*
na Aids, enquanto pacientes transplantados apresentam imunossupressao mais ampla (Walker & Zunt, 2005).
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A principal manifestagdo da toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos é a encefalite, comumente
caracterizada por lesoes focais tnicas ou, mais frequentemente, maltiplas. A apresentacdo em geral é subaguda,
podendo ser aguda em cerca de 10% dos casos, e as manifestacoes clinicas variam conforme o nimero e a localizagdo
das lesdes. As queixas mais frequentes sdo cefaleia, febre, déficits neurolégicos focais, convulsdes, confusdo mental,
ataxia, letargia, alteracdes de pares cranianos e alteracoes visuais. Raramente podem ocorrer lesées na medula
espinhal, associadas a sintomas de dor local, paraparesias, déficits sensoriais e bexiga neurogénica (Amato Neto et
al., 2008; Walker & Zunt, 2005; Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et @/., 2009). As principais manifestagoes
clinicas da encefalite por toxoplasma estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais manifestagdes clinicas da encefalite por toxoplasma em imunocomprometidos

Manifestagoes clinicas Frequéncia de apresentagéo
Cefaleia 49%-63%
Febre 41%-68%
Déficits focais 22%-80%
Convulsoes 19%-29%
Confusao mental 15%-52%
Ataxia 15%-25%
Letargia 12%-44%
Alteragdes de pares cranianos 12%-19%
Alteragdes visuais 8%-15%

O diagnéstico definitivo da encefalite por 7 gondii é realizado por meio de demonstracdo direta de taquizoitas no
tecido cerebral, com fragmento obtido em bidpsia ou necrépsia. Considerada a dificuldade técnica para execugdo da
bidpsia cerebral, na maioria dos casos o diagndstico € realizado de forma presuntiva, associando-se critérios clinicos,
radiolégicos, sorolégicos e moleculares. A confirmagdo diagndstica € feita mediante a resposta clinica e radioldgica
apos dez a 14 dias de tratamento (Walker & Zunt, 2005; Kaplan et al., 2009).

Observa-se na Figura 1 um fluxograma de atendimento ao paciente imunocomprometido com suspeita de encefalite
por toxoplasma.

165



Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Figura 1 — Fluxograma de atendimento ao paciente imunocomprometido com suspeita de encefalite por toxoplasma
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Aspectos Radioldgicos

Tanto a tomografia computadorizada (TC) quanto a ressonancia nuclear magnética (RNM) podem ser utilizadas na
investigacao de quadros sugestivos de encefalite em pacientes imunocomprometidos, entretanto a RNM oferece maior
sensibilidade diagnéstica, particularmente para identificacao de lesdes pequenas ou localizadas na fossa posterior.
As lesoes tipicas da encefalite por toxoplasma sdo hipoatenuantes, associadas a edema perilesional e apresentam
realce anelar apds administracdo de contraste radioldgico. Lesoes atipicas, sem realce por contraste e com efeito
expansivo podem ser observadas em cerca de 20% dos casos. Receptores de transplantes podem apresentar padroes
mais irregulares de realce apés administragdo de contraste radioldgico, com relagdo inversa entre o realce das lesoes e
a intensidade da imunossupressao (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et a/., 2009) (Figura 2).

Figura 2 — Achados em tomografia computadorizada (A1 e A2) e ressonancia nuclear magnética (B) em paciente com Aids e encefalite por Toxoplasma gondii

Al — Fase pré-contraste da tomografia computadorizada. A2 — Fase pds-contraste da tomografia computadorizada. Em ambas, nota-se a lesao frontal hipoatenuante (seta),
com realce anelar apés a injeco de contraste intravenoso (setas), além de edema hipoatenuante perilesional e efeito de massa, com desvio da linha média. Em outra
topografia, nota-se na ressonancia nuclear magnética (B) a extensao do edema e a presenca de outras lesdes, inclusive acometendo o hemisfério contralateral (setas).
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Diagndsticos Diferenciais

Como ndo existem sintomas ou sinais clinicos ou radiolégicos patognomoénicos da encefalite por 7 gondii, deve-
se considerar a possibilidade de diagnésticos diferenciais, sempre levando em consideracdo a condicdo imune e a
situagdo epidemiolégica do hospedeiro.

Em paises desenvolvidos, o linfoma primdario do SNC € o principal diagnéstico diferencial da encefalite por 7
gondii. Por outro lado, em paises em desenvolvimento devem-se admitir como principais diagnésticos diferenciais as
formas focais de neurotuberculose, além de outras infeccoes do SNC (doenga de Chagas, criptococose, aspergilose).
Outros diagnésticos diferenciais possiveis incluem abscessos bacterianos, tumores primarios e metastaticos e doencas
vasculares (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009).

Em pacientes com infeccdo pelo HIV, a encefalite por 7. gondii habitualmente acomete individuos com con-
tagens de linfécitos T CD4* abaixo de 100/mm?, enquanto o linfoma primario do SNC e a neurotuberculose aco-
metem, respectivamente, individuos com contagens de linfécitos T CD4* abaixo de 50/mm? e abaixo de 200/mm?®
(Kaplan et al., 2009).

Diagndstico Imunolégico

Na suspeita de infeccdo aguda por 7 gondii em pacientes imunocomprometidos, a avaliagdo sorolégica inicial
¢ realizada por meio da pesquisa de anticorpos da classe IgM. A soroconversao para IgM recente documentada
caracteriza a infecgdo aguda; entretanto, em individuos sem sorologia prévia pode-se recorrer a testes de avidez de
anticorpos da classe 1gG para estimar o tempo de infeccdo, tal como recomendado na suspeita da infeccdo congénita.

Na suspeita da doencga por reativagdo, forma mais comum em pacientes com encefalite por toxoplasma na Aids,
¢ recomendada a pesquisa de anticorpos séricos da classe 1gG. Embora a identificacdo de IgG positiva seja pouco
elucidativa em regides geograficas de elevada prevaléncia da infeccao, a identificacao de IgG negativa estd associada a
elevado valor preditivo negativo da doenca de reativagao. Por outro lado, em até 5% dos pacientes imunocomprometidos
com encefalite por toxoplasma os anticorpos 1gG podem néo ser detectaveis, e a sorologia negativa ndo deve excluir
ou retardar a introducao do tratamento empirico da doenca (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et a/., 2009).

A deteccdo sérica de antigenos excretérios/secretérios, produzidos pela atividade de taquizoitas, e de bandas
oligoclonais de IgG no liquido cefalorraquidiano sdo outros métodos imunolégicos que podem sugerir a doenca de
reativacao, porém com sensibilidade e especificidade varidveis e disponibilidade limitada na pratica clinica.

Diagnéstico Molecular

Métodos diagnésticos moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que amplifica fragmentos
do genoma do parasita, tém sido empregados nos ultimos anos e sdo particularmente Uteis para a avaliagdo
complementar em pacientes imunocomprometidos, uma vez que apresentam elevada especificidade, nao sofrem
influéncia da imunossupressao e podem reduzir a necessidade de procedimentos invasivos.

A PCR pode ser utilizada em amostras de sangue periférico ou de liquido cefalorraquidiano (LCR), apresentando
sensibilidade varidvel (16%-86% e 11,5%-100%, respectivamente) conforme a qualidade da amostra, condigdes fisico-
quimicas da reacao e sondas e primers utilizados. Ja a especificidade em amostra de LCR é elevada, variando entre 96%
e 100% em diferentes estudos (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009).
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A amostra clinica deve ser coletada antes da introducao da terapia ou até trés dias apds seu inicio, com reducao
importante da sensibilidade do teste apds a primeira semana de tratamento.

TRATAMENTO E PREVENGAO

O tratamento da encefalite por 7" gondii em pacientes com Aids ou por outras causas de imunossupressao deve ser
prontamente instituido, no momento da identificacdo de quadro clinico e radiolégico compativel.

O tratamento de escolha € a associacao de sulfadiazina (na dose de 1,0 ga 1,5 g a cada seis horas) e pirimetamina
(na dose de 100 mg a 200 mg no primeiro dia, seguida de 50 mg ao dia por via oral). Recomenda-se ainda o uso
de dacido folinico na dose de 15 mg ao dia, para reducdo de eventos hematoldgicos adversos do tratamento com
pirimetamina. Para pacientes intolerantes a derivados da sulfa, um tratamento alternativo € a associacdo de 600 mg
de clindamicina, pirimetamina a cada seis horas e dcido folinico. A associacao de sulfametoxazol-trimetoprim na dose
de 25 mg/5 mg/kg a cada 12 horas por via endovenosa pode ser usada como esquema alternativo, principalmente para
pacientes com restri¢des ao uso de medicacdes por via oral (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et al., 2009).

Ha ainda outros esquemas terapéuticos alternativos avaliados em trabalhos ndo controlados, séries e relatos de
casos (Quadro 1).

No caso de lesoes encefédlicas com importante edema e/ou efeito de massa, levando ao desvio de linha média e/ou
risco iminente de herniacdo, é recomendada a administracao adjuvante de corticosteroides. E importante considerar
que os corticosteroides podem reduzir o edema e o processo inflamatério associado a lesdo, o que frequentemente
interfere na reavaliagdo clinica e radioldgica do paciente. O uso dos corticosteroides deve, portanto, ser restrito as
situagoes clinicas descritas acima, para nao interferir no julgamento de resposta ao tratamento.

Medicagoes anticonvulsivantes devem ser administradas a pacientes com manifestacao convulsivas, e ndo estao
indicadas profilaticamente.

As drogas antiparasitdrias utilizadas atuam primariamente nos taquizoitas, sendo incapazes de erradicar os
bradizoitas teciduais. O hospedeiro permanece suscetivel a reativacdo da infeccdo enquanto se perpetua a condicao
imunossupressora. Deve-se, portanto, introduzir a profilaxia secunddria da infecgdo, com sulfadiazina na dose de
500 mg a cada seis horas associada a pirimetamina na dose de 25 mg a 50 mg ao dia e acido folinico (15 mg ao dia),
desde o término do tratamento de ataque, até a recuperacdo imunoldgica, com elevagao sustentada (por pelo menos
seis meses) de linfécitos T CD4* acima de 200 células/mm?® no caso de pacientes com Aids. A profilaxia secundaria
alternativa para pacientes intolerantes a derivados de sulfa € realizada com pirimetamina associada a clindamicina
na dose de 600 mg a cada oito horas (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et al., 2009).

E recomendada ainda a profilaxia primaria da encefalite por toxoplasma em pacientes com sorologia positiva para
T gondii e contagens de linfécitos T CD4* abaixo de 100 células/mm?®, com sulfametoxazol-trimetoprim (800 mg/160
mg ao dia), até a elevagdo sustentada (por pelo menos trés meses) de linfécitos T CD4* acima de 200 células/mm?
(Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et al., 2009).

No Quadro 1 podem ser verificados os principais esquemas empregados no tratamento da encefalite por 7" gondii
e 0s esquemas preconizados para profilaxia primdria e secunddria da doenca.
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Quadro 1 — Esquemas para tratamento e profilaxia da encefalite por T gondli em pacientes imunocomprometidos

Tratamento agudo da encefalite por Toxoplasma gondii

Esquema preferencial:

Sulfadiazina 1,0 g-1,5 g 6/6 horas + pirimetamina 50 mg ao dia (dose inicial de 100 mg-200 mg) + 4cido folinico 15 mg ao dia por via oral
Esquema para pacientes intolerantes a derivados de sulfa:

Clindamicina 600 mg 6/6 horas + pirimetamina + acido folinico por via oral
Esquema para administracao intravenosa:

Sulfametoxazol-trimetoprim 25 mg/5 mg/kg 12/12 horas por via intravenosa
Esquemas alternativos com eficacia nao demonstrada:

Atovaquona + pirimetamina + écido folinico

Atovaguona

Azitromicina + pirimetamina + écido folinico

Claritromicina + pirimetamina

5-fluorouracil + clindamicina

Dapsona -+ pirimetamina + acido folinico

Minociclina ou doxiciclina + pirimetamina + écido folinico

Minociclina ou doxiciclina + sulfadiazina

Minociclina ou doxiciclina + claritromicina

Duragao do tratamento: 6 semanas ou mais, de acordo com a resposta clinica e radiolégica

Profilaxia primaria Indicacao da profilaxia
Esquema preferencial: Inicio: pacientes com T CD4* abaixo de 100/mm?, sem diagndstico prévio de
Sulfametoxazol-trimetoprim 800 mg/160 mg ao dia, via oral encefalite por Toxoplasma gondii

Esquema alternativo:

) . ) Término: elevacdo sustentada (3 meses) de T CD4+ acima de 200/mm?
Sulfametoxazol-trimetoprim 800 mg/160 mg 3 vezes por semana, por via oral

Esquema para pacientes intolerantes a derivados de sulfas:
Dapsona 50 mg ao dia + pirimetamina + acido folinico
Atovaquona 1.500 mg ao dia + pirimetamina + acido folinico
Atovaquone

Profilaxia secundaria Indicacéo da profilaxia

Esquema preferencial:

Inicio: apds término do tratamento de ataque. Reintroducao se houver queda de
Sulfadiazina 500 mg 6/6 horas + pirimetamina 25 mg-50 mg ao dia + acido P o ¢ g

L. : ) T CD4* abaixo de 100/mm?
folinico 15 mg ao dia por via oral
Esquemas para pacientes intolerantes a derivados de sulfas:
Clindamicina 600 mg 8/8 horas + pirimetamina + acido folinico Término: elevagao sustentada (seis meses) de T CD4* acima de 200/mm®.
Atovaquona 750 mg cada a 6-12 horas + pirimetamina ou sulfadiazina Reintroduco se houver queda de T CD4+ abaixo de 200/mm?

Atovaquona
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Em pacientes imunocomprometidos pelo HIV sem tratamento antirretroviral e com diagnéstico de encefalite por
T’ gonditi, ndo existe consenso sobre 0 momento ideal de introducdo da terapia antirretroviral. A introdugdo imediata
poderia ser prejudicial ao paciente em virtude do grande ntimero de comprimidos e associagdo de eventos adversos,
principalmente hematoldgicos e alérgicos. Por outro lado, a introducao tardia poderia comprometer a reconstituigao
imune e o progndstico da doenca oportunista. Até o momento grande parte dos especialistas tem recomendado a
introdugdo da terapia antirretroviral entre duas e quatro semanas apés o inicio da terapia antiparasitdria, mas mais
estudos sao necessdrios para responder a essa questao (Pereira-Chioccola, Vidal & Su, 2009; Kaplan et al., 2009).

A prevencdo da infeccdo por 7’ gondii é feita por meio de medidas de higiene, visando evitar o contato e a ingestao
de oocistos e cistos teciduais do parasita. Oocistos sao eliminados nas fezes de felideos infectados e estdo, portanto,
presentes no meio ambiente; cistos teciduais podem estar presentes na musculatura e no tecido encefalico de diversos
mamiferos e aves infectados. Individuos ndo infectados, particularmente gestantes e imunocomprometidos, devem evitar
o contato com felideos e com locais potencialmente contaminados, tais como solo e caixas de areia; devem ainda manter
higiene cuidadosa de alimentos e dgua e evitar o consumo de carnes malcozidas, onde os cistos teciduais se encontram
viaveis. Até o momento, ndo existe profilaxia por meio de imunizacdo passiva ou ativa (Amato Neto et a/., 2008).
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Atoxoplasmose ¢ uma das zoonoses mais difundidas no mundo, causada pelo 7oxoplasma gondii, um diminuto
parasita intracelular (2 um a 5 pm), rapidamente identificado em laminas com fixacdo de Wright ou Giemsa.
Estima-se que mais de um ter¢o da populacdo mundial esteja infectada (Dubey, 2000; Tenter, Heckeroth & Weiss,
2000). Nos brasileiros, a soroprevaléncia ocorre numa faixa de 40% a 80%; em regides de condigdes socioecondmicas
mais baixas esta imunidade ja pode ser verificada precocemente, em torno dos 2 anos de idade (Francisco et a/., 2006).
Numa abordagem global, verifica-se que a prevaléncia em criangas oscila entre 0% e 71,43%: Paquistao, 17,4%; Israel,
20,5% nas populagoes rurais; Espanha, 12,25%; Itdlia, 14,4%; Taiwan, 15,9%; México, 1,9%; Guatemala, 43%; Cuba,
57%; Argentina, 51,75% (Sanchez et al., 2008).

Em humanos, a toxoplasmose pode ser congénita ou adquirida durante a vida. A toxoplasmose congénita, cuja
doenca materna se transmite ao concepto por via intrauterina, é descrita no capitulo 10.

A toxoplasmose adquirida, por sua vez, trata-se em geral de uma infecgdo autolimitada e de risco baixo em
criancas com estado de imunidade normal. As criancas imunocompetentes costumam adquirir a doenga uma vez na
vida, e adquirem a partir de entdo imunidade celular e humoral definitiva.

A possibilidade de o individuo se infectar com 7" gondii esta relacionada a hébitos alimentares. O contagio se da
por meio da ingestao de alimentos malcozidos e carne crua, por ingestao de alimentos ou dgua contaminados com
cistos vidveis do protozodrio — por meio de pelos ou excrecoes de gatos e outros animais (Moura et al., 2006).

Boa parte das criancas infectadas permanece assintomatica e outras tém sintomas muito discretos. Entretanto,
podem apresentar-se morbidade e mortalidade importantes se individuos imunocomprometidos forem afetados.

E de ressaltar que até o ano de 1975 pacientes com clinica evidente da doenga no sistema nervoso eram relativamente
raros, e a literatura médica continha somente 45 descri¢des de casos bem documentados em adultos, metade dos quais
ocorrera em pacientes com doenga sistémica subjacente como neoplasias malignas, transplantes renais, colagenoses
(Townsend et al., 1975), e submetidos a tratamento com drogas imunossupressoras.
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Adquire-se a infeccdo quando sdo ingeridos bradizoitas com cistos ou esporozoitas dentro de oocistos, sendo
degradados pela tripsina ou pepsina no estdmago, os quais a seguir invadem as células da parede intestinal. A partir
da disseminagao linfoematogénica, chegam aos varios 6rgaos, podendo produzir inflamagéo e até necrose.

Ha consenso sobre o fato de que a grande maioria dos individuos desenvolve a toxoplasmose-infec¢do e mais
raramente a toxoplasmose-doenca. Em estudos sorolégicos populacionais, observa-se a presenca de anticorpos contra
T’ gondii sem o relato de nenhum antecedente de alteracoes clinicas correspondentes a doenga.

A toxoplasmose adquirida em criancas imunocompetentes, quando sintomdtica, pode expressar-se clinicamente
por linfadenopatia, mais comumente identificada na regiao cervical, dolorosa ou nédo, podendo ser mais difusa e
manter-se por varios meses. Em algumas circunstancias, gera dificuldades no diagnéstico diferencial de apendicite
aguda, quando a linfadenopatia € de localizagdo mesentérica, ou até mesmo de cancer mamario, quando a localizagdo
€ tordcica. Os ganglios afetados tém histopatologia caracteristica, com infiltracao de células epitelioides disseminando-
se e apagando os limites dos centros germinativos, e presenca de células monocitoides provocando distenséao focal dos
seios subcapsular e trabecular.

Febre pode ou ndo estar presente mesmo com evidéncias dos ganglios aumentados. Amato Neto e colaboradores
(1975) comentam que a febre esteve ausente em 27% dos seus casos; quando presente, é de cardter vespertino,
mantendo-se por um periodo médio de um més. Ha raros casos de criancas imunocompetentes com toxoplasmose
adquirida que apresentam comprometimento severo de érgaos vitais ou ébito.

Teutsch e colaboradores (1979) acompanharam 37 casos de toxoplasmose aguda numa epidemia causada por
gatos e ressaltam como manifestacoes mais frequentes — ocorrendo em cerca de 50% ou mais dos casos: febre,
linfadenopatia, dor de cabeca, mialgia, dificuldade para movimentar o pescoco, anorexia e dor de garganta. Fica
evidente que essas manifestagoes clinicas correspondem a sinais e sintomas gerais que poderiam estar relacionados
a outras entidades infecciosas. A ocorréncia de casos simultdneos numa mesma familia indica a existéncia de uma
fonte contaminadora no ambiente que precisa ser identificada.

Em casos excepcionais, a infeccdo podera atingir a musculatura— preferencialmente e de modo difuso—, desenvolvendo-
se quadros de miosite ou polimiosite com a presenca de cistos detectdveis em bidpsia dos tecidos afetados. O processo
inflamatorio local produz dor e impoténcia funcional, podendo persistir por até dez meses (Belman, 1987).

A toxoplasmose passou a ganhar maior evidéncia a partir da década de 1960 com a verificacdo de crescente e grave
ocorréncia em pacientes imunocomprometidos, mais especialmente nos casos de Aids. Embora a infecgdo primaria
ou a reativacdo de um quadro crénico possa afetar qualquer érgao, observa-se que frequentemente o sistema nervoso
central estd acometido, havendo risco de vida elevado, principalmente nos casos em que ocorre encefalite (Dubey,
2000; Dupouy-Camet et al., 1993; Colombo et al., 2005). Ressalte-se que nesses casos a toxoplasmose resulta de
infecgdo latente.

Embora a toxoplasmose cerebral adquirida seja uma complicagao importante da Aids em adultos, em criancas
parece nao ser tao comum. Cerca de 40% dos pacientes adultos com Aids sem terapia antirretroviral muito ativa
(HAART) desenvolvem toxoplasmose-doenca nos casos em que existe anticorpo plasmatico para 7 gondii, indicando
infeccao latente prévia. Em criangas, as descri¢des de quadros encefaliticos sao ocasionais e encontram-se publicadas
geralmente sob a forma de relatos de caso.

Risco importante de toxoplasmose-doenca grave também ocorre em individuos com doengas sistémicas nas quais
os recursos imunoldgicos se encontram alterados, como nas doencas do coldgeno, nos transplantes renais e mesmo
nas neoplasias.

172



Toxoplasmose na Crianga e Neurotoxoplasmose

Nessas circunstancias, pode desenvolver-se miocardite, hepatite, nefropatia, alteracées oculares, faléncia
respiratdria aguda e alteragdes hemodinamicas semelhantes a um quadro de choque séptico bacteriano. Entretanto,
com maior frequéncia observa-se a presenca de alteragoes neuroldgicas, polimiosite e linfadenopatia.

A instalacao da doenga pode ser aguda e de tipo fulminante, com rash cutaneo, confusao mental, convulsées, sinais
de miocardite e polimiosite. No entanto, 0 mais comum € a instalacao subaguda por meio de sinais neuroldgicos focais.

O inicio do quadro encefalitico se da de modo variado. Em algumas circunstancias se expressa por meningoencefalite
ou encefalite exclusiva (toxoplasmose encefdlica — TE). Observa-se febre, confusao mental, convulsdes focais ou
generalizadas, sinais meningeos e coma. Os sinais focais podem surgir como alteracdes da fala do tipo afésica,
hemiparesia, sinais de acometimento de nervos cranianos, alteracdes do ténus do tipo parkinsoniano, mielopatia
cervical e/ou tordcica, lesdo do cone medular e outras menos frequentes.

Em alguns pacientes, observam-se alteracoes comportamentais sugestivas de quadro psiquidtrico como ansiedade
exagerada, agitagdo e perda rapida das competéncias cognitivas, com aspecto demencial.

Quadros agudos com essas caracteristicas emocionais poderdo ser observados em TE em atividade. Entretanto,
existem trabalhos em que se procura relacionar quadros psiquidtricos mais croénicos e de maior gravidade, como a
esquizofrenia, com a presenga de toxoplasmose latente. Esses trabalhos baseiam-se em investigagoes experimentais e
estudos em humanos que comparam grupos de pacientes adultos infectados e néo infectados por meio de questiondrios
de avaliagao de personalidade. Sugerem que as modificagdes comportamentais estejam relacionadas a elevagao nos
niveis de dopamina, gerando um desequilibrio entre o funcionamento das regides mesolimbica e mesocortical. De
acordo com Flegr (2007),

os resultados obtidos nos ultimos 15 anos sugerem fortemente que a toxoplasmose latente influencia o
comportamento ndo sé dos hospedeiros roedores, mas também dos humanos. Os mecanismos neurofisioldgicos
e os efeitos praticos destas alteragdoes comportamentais, entretanto, estdo ainda para ser elucidados.

Serdo necessarias investigagdes continuadas para estabelecer com mais exatidao essa correlagao etiolégica.

Em algumas circunstancias, quando ndo ha febre ou outros indicativos infecciosos, os sinais neurolégicos focais
podem sugerir a presenca de um tumor cerebral, sendo necessdria semiologia cuidadosa para o diagnéstico diferencial.

A entrada do parasita se dd por via intestinal, através do epitélio da mucosa, chegando ao sistema nervoso por via
hematogénica por meio dos macréfagos ou das ramificacoes dendriticas (Lambert, 2006). /n vitro, estudo em cérebro
de camundongos demonstrou que os taquizoitas invadem a micréglia, os astrécitos e os neurdnios, desenvolvendo
cistos no interior destas células, sendo a mesma formacao de cistos observada em estudos in vitro com neurdnios
humanos (Schwartzman, 1987).

Em estudos experimentais com cérebro de ratos cronicamente infectados, demonstrou-se que a maior parte dos
cistos estava localizada em regido neuronal, sendo identificados nos axdnios, nos dendritos e no corpo do préprio
neurdnio. Além disso, podem ser observados no tecido glial.

Desse modo, verifica-se que 7’ gondii pode ser encontrado em vdarios tipos de células cerebrais, até mesmo nas
células de Purkinje do cerebelo. Os efeitos e as reagdes a presenca de 7 gondii no sistema nervoso podem ser quase
imediatos, como foi demonstrado por Blader, Manger e Boothroyd, em 2001, usando taquizoitas do tipo I de uma
amostra para examinar os modelos de expressdo génica do hospedeiro em fibroblastos humanos infectados. Ficou
evidente que o hospedeiro organiza uma importante resposta direcionada para alertar e ativar o sistema imunolégico
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para reagir a infecgdo. Cerca de 24 horas apds a infecgdo, em que o parasita jd pode se multiplicar de duas a quatro
vezes, acontece uma variedade de transcrigoes glicoliticas e do mevalonato no hospedeiro, provavelmente em resposta
a agressdo nutritiva determinada pelo parasita. Novos estudos possivelmente poderdo esclarecer melhor as bases
moleculares dessas transcri¢oes, inclusive as influéncias de 7 gondii nos mecanismos de sinalizagdo circuitaria cerebral.

A essas alteragoes neurolégicas podem agregar-se outras sistémicas, complementando a gravidade do quadro,
como pan-hipopituitarismo, secregdo inapropriada de hormoénio antidiurético, diabetes insipido, coriorretinite,
faléncia hepatica aguda e polimiosite.

0 gendtipo do parasita parece ter uma relagdo importante com o progndstico da doenga. 7 gondii possui trés linhagens
diferentes de gendtipo: os tipos I, Il e III. O tipo II € o que predomina nos casos de encefalite dos pacientes com Aids e
nos imunocomprometidos néo Aids, em geral. ] nos casos em que ocorre afeccao aguda com coriorretinite, verifica-se o
envolvimento do tipo I, que apresenta tendéncia para uma evolugdo mais agressiva (Carruthers & Suzuki, 2007).

A participacdo dos mecanismos imunoldgicos dependentes do individuo infectado esta diretamente relacionada
ao progndstico, mais especialmente a producdo de citocinas geradas pelas células T que chegam ao cérebro
quando ocorre a infeccdo. Outras citocinas sao também produzidas pela micréglia, pelos astrécitos e mesmo
pelos neurdnios. Este conjunto de citocinas pode promover ou suprimir a resposta inflamatéria, exercendo um
papel fundamental na resisténcia do paciente e no desenvolvimento da doenga. Outros mecanismos imunitarios
também participam por meio dos macréfagos, eosinéfilos, mondcitos, plaquetas, bem como pela opsonizagao com
lise complemento-dependente do parasita. Infelizmente, até agora nao foi possivel desenvolver uma vacina para
prevencdo da toxoplasmose. Outros aspectos relacionados a resposta imunolégica na infecgdo por 7 gondii sao

abordados no capitulo 6.

Uma vez ocorrida a disseminagdo hematogénica, os bradizoitas e os taquizoitas podem acometer potencialmente
qualquer 6rgao. Determinam inflamagdo e necrose dos tecidos; em seguida, organizam-se em cistos, que € a forma de
resisténcia de 7 gondii, contendo no seu interior centenas ou até milhares de parasitas, podendo assim permanecer
por longos anos. Nos casos de pessoas imunocomprometidas, podem ocorrer lesdes e sequelas importantes por ocasido
da infeccdo inicial, porém o mais comum é que ocorram nas reincidéncias de uma infeccao latente.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico laboratorial inclui um conjunto de avaliacdes sorolégicas indicativas de toxoplasmose aguda
adquirida, de doenga cronica latente ou mesmo de infec¢des congénitas. A infecgdo produz no individuo respostas de
imunidade humoral e celular; os anticorpos presentes podem ser evidenciados com técnicas laboratoriais especificas
para a determinacao do diagndstico, servindo também para apurar o tempo de aquisicao da doenca.

Em pacientes com toxoplasmose cerebral nos quais a morbidade e a mortalidade sdao importantes, é necessario
empregar métodos laboratoriais sensiveis, pouco invasivos e cujos resultados sejam obtidos rapidamente. Nesse sentido,
mostrou-se eficaz o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detectar a presenga de 7 gondii e de titulos
elevados de IgG anti-7 gondii (Colombo, 2005). Testes como imunofluorescéncia indireta e outros de maior complexidade
podem ser realizados para precisao do diagnéstico. No capitulo 9, estes estudos laboratoriais sdo mais bem discutidos.

A bidpsia de ganglios ou de qualquer outro tecido e o adequado exame histopatoldgico proporcionam elementos indi-
cativos para o diagnéstico da toxoplasmose, e podem demonstrar o parasita em replicagao e até mesmo seu isolamento.
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Mesmo com a introducdo da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART — highly active antiretroviral therapy)
e, consequentemente, tendo havido redugdo nas infecgées oportunisticas, ainda sdo relativamente frequentes os casos
de infeccao do sistema nervoso.

Com relagao a neurotoxoplasmose, o exame do liquido cefalorraquidiano e o de neuroimagem sao fundamentais
para o diagndstico. Sao exames de execucao rapida e resultados de curto prazo, visto que sao aplicados a pacientes
que possuem imunidade comprometida e necessitam de rdpido esclarecimento diagnéstico para que as medidas
terapéuticas sejam adotadas.

A neurotoxoplasmose pode apresentar-se nos pacientes imunocomprometidos com multiplos sinais e sintomas e
com composi¢des diferentes para cada caso. Como ja referido, uma das formas de apresentacdo é a meningoencefalite;
por conta disso, observa-se a presenga de sinais de irritagdo meningea (rigidez de nuca, sinais de Kernig e
Brudzinski), confusdo mental, convulsées focais ou generalizadas e até coma. E fundamental nesse momento o
exame do liquido cefalorraquidiano. Como resultado, verifica-se pleocitose de predominio linfomononuclear, com
discreta a moderada elevacao da proteinorraquia, glicose normal ou hipoglicorraquia, com elevagado da producao
local de anticorpos contra 7. gondii.

Empregam-se também técnicas de biologia molecular no liquido cefalorraquidiano para esclarecimento do
diagnéstico de TE. A PCR nessas condigoes apresenta sensibilidade varidvel (11,5% a 100%), porém a especificidade
¢ alta (96% a 100%). Colombo e colaboradores, em 2005, empregando esses métodos moleculares, verificaram alta
sensibilidade e especificidade e relacionaram estes achados ao uso da sequéncia B1 de primers no ensaio com PCR,
mais especificamente o B22 e o B23. O método é considerado simples de realizar e menos sensivel a contaminagao,
permitindo ganho de tempo e beneficio para o inicio do tratamento farmacolégico.

As sorologias quantitativas e a PCR sanguinea podem ser bastante tteis no diagndstico da encefalite por toxoplasma.
A PCR sanguinea apresenta sensibilidade de 16% a 86%, quando realizada de imediato na suspeita diagndstica. O
tratamento medicamentoso pode reduzir a sensibilidade a esse método diagndstico se a coleta sanguinea for realizada
apds uma semana da sua introducao.

Os exames radiolégicos mostram alteragoes significativas, muitas vezes sugestivas do diagndstico de
neurotoxoplasmose. Na tomografia computadorizada do cranio (TAC) sdo observadas lesoes cerebrais multiplas, em
sua maioria nos limites corticossubcorticais (ou corticomedulares) e até mesmo nos ganglios da base. A injecao
de contraste determina halo de realce, com aspecto anelar nesses locais e corresponde provavelmente a lesdes
inflamatdrias e necréticas.

Aressonancia nuclear magnética (RNM), por sua vez, fornece informacdes mais precisas e permite melhor evidéncia
anatémica dos achados da TAC, tornando evidentes as imagens anelares das lesdes toxopldsmicas apds a injegao de
gadolineo (Figura 1).

Em algumas circunstancias, o quadro clinico-neurolégico dos pacientes imunocomprometidos apresenta
dificuldades em relacdo ao diagnéstico diferencial. As manifestagoes neurolégicas focais, a presenca associada de
cefaleia e vomitos, podem mimetizar o que se observa nos quadros de tumor cerebral. Mesmo os exames de imagem,
numa primeira abordagem, mostram lesées com aspecto de massa ocupando o espago, deslocando estruturas
vizinhas, como nos individuos com neoplasia intracraniana. E fundamental empregar recursos adicionais nos
exames de imagem — técnica de perfusdo, por exemplo (Figura 2) — para distinguir entre alteracdo de tipo inflamatério
ou neopldasico.
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Figura 1 — Toxoplasmose cerebral: lesdes anelares apos uso de contraste

A — Miltiplas lesdes de realce anelar distribuidas em cortex e juncéo cortex-substancia branca de ambos os hemisférios cerebrais e em niicleos da base a direita com de edema
circunjacente. B — Pequena contrastagao nodular excéntrica a lesdo (seta) na regido justa silviana a direita (sinal do ‘alvo excéntrico’).

Figura 2 — Toxoplasmose cerebral em pacientes com Aids: estudo de perfusdo para diagndstico diferencial com metastases tumorais

A — Neurotoxoplasmose em paciente com Aids; mdltiplas lesoes com realce anelar e sinal de ‘alvo excéntrico’.

B — Estudo de perfusao cerebral em que se observa a redugdo do volume sanguineo cerebral associado as lesdes, consistente com processo inflamatdrio, importante para o
diagndstico diferencial com metéstases.
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Os processos expansivos que geram maior dificuldade para o diagnéstico diferencial sdo os linfomas, tumores
cerebrais mais comuns nos pacientes com Aids (20% a 30%), e os gliomas de baixo e elevado graus de malignidade.
Comportam-se como massas intracranianas em geral tinicas, cujo diagndstico rapido e preciso, como se pode antever,
¢ de extrema importancia para a conduta. Em alteragoes inflamatdrias por toxoplasmose que comumente surgem com
lesoes multiplas, o diagndstico diferencial precoce com metdstases neopldsicas favorece o uso adequado da medicagao
antimicrobiana; desta forma, com a oportunidade do tratamento, as imagens observadas na RNM poderdo estar
sensivelmente modificadas num perfodo de até dez dias (Roberts, Boyer & McLeod, 2004).

Ainda com relagdo ao emprego da RNM, os estudos por espectroscopia podem encaminhar e permitir o diagndstico
diferencial (Figura 3). Na espectroscopia, observa-se que a colina (Cho), importante constituinte das membranas
celulares, se eleva quando ocorre aumento da sintese celular e conversao para células cancerigenas, enquanto a
creatinina (Cr) permanece estdvel. Ja o N-acetil-aspartato (Naa) € encontrado nos neurénios normais e fica alterado
tanto em tumores quanto em lesoes inflamatdrias, sinalizando perda neuronal.

Figura 3 — Toxoplasmose cerebral: espectroscopia associada para diagndstico diferencial das lesdes encefalicas

PRESS 150020

A—Imagem com realce anelar em regido lenticulo-capsular direita circundada por edema e com efeito de massa associado. B — Localizagao do voxel de espectroscopia que inclui
a lesdo. C — Grafico correspondente a espectroscopia que mostra picos de elevada amplitude na frequéncia de ressonancia de lipides mdveis e lactato e auséncia dos demais
metabdlitos normais do espectro; o conjunto € indicativo de necrose.

Os estudos por espectroscopia das relagdes Cho/Cr e Naa/Cr podem ser dteis no diagndstico diferencial entre lesdes
inflamatdrias e neopldsicas, embora nem sempre categéricos, principalmente nos casos de linfoma. Nos casos de
gliomas, por sua vez, esse método mostra-se util naquela distingdo, mais especialmente nos tumores de alto grau
quando as relagdes Cho/Cr e Naa/Cr mostram cifras mais evidentes, indicando ser este um procedimento que permite
o esclarecimento diagndstico e o planejamento da conduta terapéutica (Ferraz-Filho et al., 2009).

A tomografia por emissao de pdsitrons (PET Scan), que permite o estudo da atividade metabdlica neuronal regional
com o emprego de glicose radioativa, pode também contribuir para o diagndstico diferencial da TE e das neoplasias.

Além das patologias ja referidas, o diagndstico diferencial da TE inclui também a leucoencefalopatia multifocal
progressiva, tumores gliais e infecgées por outros microrganismos.
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TRATAMENTO

O tratamento da toxoplasmose na crianga € realizado por meio de agentes antimicrobianos e deve ajustar-se as
condigoes clinicas e de imunidade (MacLeod & Remington, 1995; Remington, McLeod & Desmonts, 2000).

Nas criangas imunocompetentes, quando se observa somente linfadenopatia, ndo hé recomendacédo terapéutica
mais especifica. Quando passa a haver comprometimento significativo de um érgao — implicando riscos maiores —,
estdo indicadas as drogas tradicionais:

e pirimetamina: dose de ataque de 2 mg/kg/dia (maximo de 50 mg) por dois dias; manutencao de 1 mg/kg/dia
(maximo de 25 mg);

e sulfadiazina: dose de 100 mg/kg/dia, dividida em duas doses didrias (maximo de 4 g/dia);

e leucovorina (dcido folinico): 5 mg a 20 mg, trés vezes por semana.

0 esquema € mantido geralmente por quatro a seis semanas ou por duas semanas apds a resolucao do quadro clinico.

Nas criancas imunocomprometidas nao portadoras de Aids que apresentam toxoplasmose, o esquema medicamentoso
serd o mesmo descrito anteriormente, mantido por quatro a seis semanas até a completa regressdo das manifestagoes
clinicas em que o tratamento continuado de base depende de imunossupressao.

Nas criancas com Aids, por sua vez, o esquema anteriormente proposto também esta indicado, pelo mesmo periodo
e a espera de que a contagem dos linfécitos T CD4 seja maior que 200/mm?.

A pirimetamina possui efeito sinérgico quando associada a sulfadiazina. As reagdes téxicas incluem depressao rever-
sivel da medula 6ssea, neutropenia, descoloragdo dentdria, reacoes alérgicas, alteragoes hepaticas e anemia apléstica.

Como foi dito, a associacdo com a sulfadiazina tem boa agdo sinérgica. Como possiveis efeitos adversos, verificam-
se alteracoes de hipersensibilidade, hepatotoxicidade e depressao da medula 6ssea. Orienta-se para uma boa hidratagao
da crianga para evitar a cristaldria.

A pirimetamina leva a uma deplecdo do dcido folinico, cuja finalidade é favorecer a sintese de dcidos nucleicos
pelas células da crianca. Por isso, o 4cido folinico deve sempre ser usado durante o tratamento com a pirimetamina,
sendo mantido pelo periodo de uma semana quando essa droga for retirada.

PROGNOSTICO

O progndstico da doenca depende do quadro clinico e das condicdées imunitdrias da crianca. Nas criancas
imunocompetentes, como ja se viu, em que somente se observa linfadenopatia, febre e desconforto geral, o progndstico
¢ relativamente bom, embora este contexto possa estender-se por varios meses. Nos casos mais complicados, com
acometimento de érgdos importantes e manifestacoes clinicas mais significativas, verifica-se uma melhora sensivel
apos algumas semanas de tratamento medicamentoso.

Nos casos de criangas imunocomprometidas, quando o diagndstico é precoce, o esquema conjunto com as trés
drogas (pirimetamina, sulfadiazina e leucovorina) costuma produzir boa resposta clinica, com resolucdo dos sinais e
sintomas. Se houver lesdo importante de algum 6rgao, pode ser observada alguma sequela funcional.

Nas criangas submetidas a tratamento com drogas imunossupressoras, como corticoides para tratamento de
neoplasias, transplantes e doengas autoimunes, consegue-se um bom resultado com as drogas recomendadas para
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terapéutica da toxoplasmose. Nos transplantes de medula 6ssea, em virtude da dificuldade diagnéstica decorrente da
interferéncia nas reagoes soroldgicas, observam-se casos de evolugao fulminante.

Aresolugdo completa e mesmo a diminuigao da possibilidade de recorréncia sao mais provaveis se os medicamentos
imunossupressores tiverem suas doses reduzidas ou se forem suspensos. Recomenda-se vigilancia permanente desses
individuos, devendo o tratamento para a toxoplasmose ser reinstituido se as manifestagoes da infecgao retornarem.

Criangas com Aids tém progndstico mais reservado, mesmo com tratamento, se a contagem dos linfécitos T CD4
for de 100/mm?® a 200/mm?®.

PREVENGAO

Néo existe, no momento, uma vacina indicada para o tratamento profildtico da toxoplasmose em humanos.

Individuos que sdo imunocomprometidos por HIV e apresentam encefalite por toxoplasma ou evidéncia de infecgao
sugerida por contagem de linfécitos T CD4 menor que 200/mm? e anticorpos plasmadticos especificos para 7 gondii
devem receber o tratamento medicamentoso profilatico.

Certamente, obter-se-4 uma reducao dos casos de toxoplasmose por meio de campanhas que procurem esclarecer a
populacdo sobre a doenca, seus vetores de disseminagao e os cuidados profilaticos para evitd-la. Além disso, € importante
que os profissionais da area da saide que trabalham no atendimento primdrio recebam periodicamente informagoes
sobre a doenca e seus riscos, para que faga parte do seu elenco de investigacdes no contato e avaliacao de criancas.
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Toxoplasmose Ocular

Cristina Muccioli « Claudio Silveira « Rubens Belfort Jr.

Atoxoplasmose ¢ tradicionalmente uma das causas mais importantes de uveites em varias partes do mundo. No
Brasil, a toxoplasmose ocular é responsavel por aproximadamente 50% do total de uveites. Na faixa etdria até
0s 16 anos, particularmente, 46,39% das uveites sdo posteriores, e a toxoplasmose ¢ responsavel por 31,44% do total
dos casos. Representa 60%-85% dos casos de uveite posterior no Brasil e 25% nos Estados Unidos e na Franca. A
prevaléncia de lesoes compativeis com toxoplasmose ocular nao estd bem determinada, mas a presenca de cicatrizes
retinianas varia entre 0,6% e 2% nos Estados Unidos (Commodaro et al., 2009).

A prevaléncia de infeccdo por 7oxoplasma gondii aumenta com a idade, na mesma proporcao que a incidéncia
de retinocoroidite, mais frequentemente na segunda e terceira décadas da vida. Isso pode estar relacionado a fatores
imunoldgicos, bem como ao fato de a maioria das infecgdes ocorrer na infancia e pela maior probabilidade de a
primeira lesdo ocular surgir nos dez anos seguintes a infeccdo (Holland, 2003).

No Brasil, de acordo com vdrias publicacdes, a frequéncia de cicatrizes maculares varia cerca de 7% em Sao Paulo
(Abreu, Hirata & Belfort, 1980; Muller, 1987), e Belo Horizonte a 12% no Espirito Santo (Holland, 2003) e 17,7% na
regido de Erechim (Glasner ef a/., 1992). A prevaléncia da lesdo ocular € mais alta em regioes tropicais e € relativamente
baixa em dreas aridas e em regides frias (Arevalo et a/., 2010; Soheilian et al., 2004; Baruzzi, 1966).

O toxoplasma atinge o olho pelo sangue e, em imunocompetentes, a primeira lesdo ocular é autolimitada e
frequentemente assintomdtica. Acredita-se que cistos latentes nos musculos, bem como no sistema nervoso central
(Bossi et al., 1998), na retina e em outros focos, podem reativar-se anos apds a infeccao, levando a novas lesdes
retinocoroidianas (Holland et al., 1996).

A lesdo caracteristica da toxoplasmose ocular € a retinocoroidite necrosante focal, unilateral, granulomatosa e
exsudativa, com envolvimento vitreo e da camara anterior ocular, com presenga de anticorpos circulantes de classe
IgG para toxoplasmose. Nos pacientes imunodeprimidos, as caracteristicas clinicas podem ser atipicas, bem como na
toxoplasmose adquirida recente (Holland et a/., 1996).
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EPIDEMIOLOGIA OCULAR

Classicamente, as mulheres podem transmitir a doenga ocular para o feto apenas quando infectadas pela primeira
vez, meses antes ou durante a gravidez, ou se estiverem gravemente imunocomprometidas. Apds esse periodo, os
fetos de gestagoes seguintes ficariam protegidos da doenca congénita (Commodaro et /., 2009). Porém, trabalhos
recentes tém mostrado excecoes, talvez relacionadas a reinfeccao com cepas diferentes. (Commodaro et /., 2009)

Em relacdo a infecgdo ocular, acredita-se também que a principal via € a oral, pela ingestdo de carne com cistos e
agua ou material contaminado com oocistos de fezes de gato (Balasundaram et a/., 2010; Bowie et al., 1997). Nestes
ultimos casos, talvez as infec¢des oculares sejam mais graves. Acredita-se, também, que a severidade da infecgdo
ocular seja maior em idosos e com indculos maiores (Nussenblatt, Whitcup & Palestine, 1996).

Estudos realizados no Brasil, e mais tarde confirmados em outros paises, mostraram que grande parte dos casos
oculares sao secunddrios a infecgao adquirida pés-natal, sendo muito provavel que a histéria natural da toxoplasmose
ocular dependa de aspectos relacionados ao parasita — por exemplo, tipo de cepas, tamanho e composicao do inéculo
etc. —, ao hospedeiro — idade, frequéncia das infecgoes e estado imunoldgico — e a fatores ambientais — tempo,
umidade etc. (Silveira ez al., 1988; Beneson et al., 1982; Howe & Sibley, 1995, Howe et al., 1997; Grigg et al., 2001;
Sibley & Boothroyd, 1992).

As infecgdes adquiridas por 7' gondii em criangas e adultos imunocompetentes usualmente ndo apresentam
manifestagoes oculares e, durante o estagio agudo da infecgdo, até 10% dos pacientes podem desenvolver lesdes oculares
transitérias, leves e ndo percebidas e 3% dos casos apresentam lesao tipica e sintomas (Commodaro et a/., 2009).

Nao hd explicacao para a discrepancia frequente de lesdo ocular em populacdes distintas que tém taxa de
positividade sanguinea semelhante. Um exemplo é a maior frequéncia de toxoplasmose ocular na populagdo brasileira,
apesar da frequéncia semelhante a de outros paises — na populagdo com sorologia positiva para toxoplasmose. Entre
as hipéteses explicativas, inclui-se idade, duragdo e intensidade de exposigao, diferengas genéticas na populagdo
hospedeira e no parasita, ou cofatores que podem afetar o curso da doenca (Grigg et a/., 2001).

Estima-se que de 70% a 90% dos pacientes com toxoplasmose congénita e de 10% a 12% de pacientes com infecgdo
pés-natal desenvolvem a doenca ocular sempre em forma de retinocoroidite. Em rarissimos casos, como em pacientes
com Aids, observou-se a presenca de parasitas na iris (Abreu, Belfort & Hirata, 1982; Muccioli & Belfort, 1999).

A existéncia de cepas de toxoplasma com patogenicidade diferente para diversos 6rgaos pode ajudar a explicar a
variabilidade clinica, bem como a diferente histéria natural em pacientes e populagdes (Vallochi et a/., 2008; Vaudaux
et al., 2010; Bottds et al., 2009).

Acreditava-se que a toxoplasmose ocular sempre resultava de infec¢des congénitas. Estudos inicialmente realizados
na cidade de Erechim (sul do Brasil) modificaram os conceitos tradicionais sobre a epidemiologia e patogénese da
doenca ocular. Identificaram-se vdrias familias, em que muitos irmdos ndo gémeos apresentavam toxoplasmose
ocular, indicando doenga ocular relacionada com a infec¢ao adquirida (Silveira et a/., 2001; Silveira et al., 2002).

Assim, a lesdo ocular pode ser classificada como sendo causada por infecgdes congénitas ou adquiridas,
simultaneas, recentes ou antigas em relagdo a contaminagdo (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).
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CARACTERISTICAS CLINICAS

A toxoplasmose causa retinite, e logo acomete a coroide (retinocoroidite) e o vitreo. A lesao € focal e granulomatosa,
e a inflamagdo atinge também a Uvea anterior (iris e corpo ciliar) causando tipicamente iridociclite, também
granulomatosa e com precipitados ceraticos (infiltrados de células inflamatdrias aderidos a face posterior da cérnea).
Pode levar a sinequias posteriores, pela aderéncia inflamatéria da fris ao cristalino (Holland, 2003).

Na toxoplasmose recentemente adquirida e em atividade, embora raramente, € possivel ocorrer inflamagao da
camara anterior (uveite anterior), vitreite ou vasculite na auséncia de lesao de retinocoroidite (Holland et a/., 1999).

Dependendo do local retiniano afetado e da intensidade inflamatéria, surgem sintomas e sinais que podem ser
minimos, médios ou severos, com perda visual e cegueira (Holland & Lewis, 2002) (Quadros 1, 2, 3).

Quadro 1 — Sintomas usuais de apresentagao da toxoplasmose ocular

Criangas Baixa de acuidade visual, estrabismo, nistagmo, leucocoria (diagndstico tardio)

Adolescentes e adultos Baixa capacidade de visao, embacamento visual, opacidades no campo visual, fotofobia, hiperemia e dor

Quadro 2 — Sinais usuais da toxoplasmose ocular

Lesio at Exsudato retiniano branco-amarelado, com limites mal definidos, coroidite subjacente e vitreite. Precipitados ceréticos
540 ativa . o - e )
granulomatosos do tipo mutton fat, congestao ciliar, hipertensao ocular transitdria, sinequias posteriores

Melhora e desaparecimento da uveite anterior
Lesao em regressao Margens das lesoes mais nitidas
Diminuicéo da exsudagao e vitreite

Retinocoroidite com margem bem delimitada
Lesao cicatrizada Atrofia retinocoroidiana e hiperpigmentacéo e hipopigmentacéo tardias
Desaparecimento da inflamagao

Quadro 3 — Formas clinicas de toxoplasmose ocular

Unilateral, exceto na Aids e em estados de imunossupressao

) . ) Lesdes variam, em tamanho, desde pequenas e puntiformes, até atingir dois quadrantes da retina
Retinocoroidite focal ativa ~ ) . )
Lesdes ovais ou circulares e raramente difusas

Retinocoroidite focal, necrosante, granulomatosa, branco-amarelada ou acinzentada

Reagao vitrea
Neurorretinite Retinite adjacente a papila
Vasculite Geralmente proxima a lesdo ativa
Vitreite Exsudacao proteica e infiltracao celular com opacificacéo e fibrose

Secundaria a lesdo retiniana

Geralmente granulomatosa, com precipitados ceraticos do tipo mutton fat

Sinequias posteriores, células e flare no humor aquoso

Raramente, iridociclite ativa cronica, heterocromia da iris e quadro de ciclite heterocromica de Fuchs com retinocoroidite
cicatrizada

Iridociclite
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QUADRO CLINICO DA TOXOPLASMOSE OCULAR

As criangas com toxoplasmose que ainda ndo se expressam verbalmente sdo frequentemente encaminhadas ao
oftalmologista pelos professores ou pais que notam baixa visual, estrabismo, nistagmo ou leucocoria, pois muitas
vezes ndo ha sintomas ou sinais. Costumam decorrer da forma congénita e ndo apresentam sintomas ou sinais
extraoculares, mas podem ocorrer crises oculares desde os primeiros meses e por décadas (Petrilli, 1987).

As criancas maiores e os adultos podem referir embacamento, diminuicdo da visdo e miiodopsia (moscas
volantes). Se houver alteracdo no segmento anterior do olho, pode haver também fotofobia, dor e hiperemia
(Remington et a/., 2006).

Retinocoroidite Ativa

A lesdo da toxoplasmose ocular ativa € a retinocoroidite granulomatosa focal necrosante. E elevada, de coloragao
branco-amarelada e de aspecto necrético, com reagdo vitrea importante e margens mal delimitadas, por causa do
edema retiniano circunjacente. Raramente a esclera se encontra comprometida (esclerite) (Commodaro et al., 2009).

O tamanho da lesdo é variavel, desde um décimo de diametro papilar até dois quadrantes de retina, e é frequente
o achado de lesoes ativas e cicatrizadas no mesmo olho ou com apresentacao contralateral (Holland, 2003).

A lesdo ativa evolui para a cicatrizagdo, com progressiva delimitacao e menor edema retiniano, e o tempo de
cicatrizacao parece depender de varios fatores, entre os quais a cepa de toxoplasma, o estado imunolégico do
paciente, o tamanho da lesdo inicial e o tratamento. Geralmente, a lesdo pequena cicatriza em quatro semanas, a
lesdo média pode requerer alguns meses, enquanto a lesdo grande pode levar mais de um ano (Dodds et a/., 2008)
(Quadro 4).

Quadro 4 — Achados clinicos da toxoplasmose ocular

« Retinocoroidite ativa focal ou difusa

« Retinocoroidite cicatrizada

« Retinocoroidite ativa satélite a lesdo cicatrizada

« Envolvimento vitreo

« Iridociclite

« Vasculite

« Neurorretinite

« Neurite dptica, papilite

« Heterocromia da fris com iridociclite

Retinocoroidite Cicatrizada

As lesoes cicatrizadas apresentam margens bem delimitadas, varios graus de hiperplasia do epitélio pigmentar
e de destruicdo da retina e coroide, permitindo a visao dos vasos grandes da coroide e a esclera, quando se observa
grande destruicdo da coroide. Pode haver gliose retiniana, vitreorretinopatia, proliferativa ou nao, neovascularizagao
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coroidiana e ou retiniana e shunts vasculares. A retinocoroidite toxopldsmica congénita tipica é macular e em aspecto
de roda de carroga, com pequenas lesoes cicatrizadas a volta (Commodaro et al., 2009).

Retinocoroidite Satélite

E patognomdnica de toxoplasmose, e se caracteriza por lesdo ativa ao lado de outra(s) ja cicatrizada(s). No processo
de cura, os parasitas se reencistariam na margem da lesdo, e posteriormente os cistos se romperiam, liberando
novamente os taquizoitas e causando a reativagao. Ou entao a reativagao seria causada pela resposta de células
de meméria imunoldgica nas margens da cicatriz e mondcitos circulantes contendo parasitas ou seus antigenos
(Holland, 2003).

Envolvimento Vitreo e Descolamento da Retina

A presenca de células inflamatérias no vitreo anterior é constante na toxoplasmose ocular, mesmo sem
comprometimento do segmento anterior ocular. A reagdo inflamatéria vitrea, sempre presente, tem intensidade variavel.
A exsudagdo proteica e a infiltragdo celular a partir da retinite leva a opacificagao vitrea, geralmente transitéria. Pode
ocorrer descolamento da membrana hialoide posterior do vitreo com colapso e precipitados celulares arredondados na
face externa descolada, semelhantes aos precipitados cerdticos. As vezes ocorre a formagao de traves vitreas densas,
tracdo vitreorretiniana e descolamento tracional da retina a partir de buracos ou didlise retiniana, principalmente
em criancas. A opacificacao vitrea é geralmente mais intensa, demorada e de maior patogenicidade nas recidivas,
principalmente em lesdes da periferia da retina (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

Iridociclite Secundéria

E frequente a concomitéancia de iridociclite, geralmente granulomatosa, com precipitados ceraticos do tipo mutton
fat, formacao de nédulos inflamatérios irianos, sinequias posteriores, células e flare na camara anterior. A iridociclite
em geral € transitéria e um problema menor dentro do quadro, mas deve ser tratada para evitar complicagoes
iridocristalinianas e glaucoma. Esta reacao na camara anterior é apenas secunddria a retinocoroidite, uma vez que
nao se encontra o parasita na camara anterior ou iris, exceto rarissimamente em pacientes com Aids (Muccioli et a!.,
1994). Na fase inicial € frequente a uveite hipertensiva, autolimitada (Dodds et a/., 2008).

Vasculite

Avasculite (flebite ou arterite) costuma ser proxima a lesdo, mas pode também ser difusa. A flebite € mais frequente,
inclui edema retiniano, embainhamento venoso, exsudato e hemorragia retiniana, obstrucao venosa e, eventualmente,
hemorragia vitrea. A arterite mostra placas esbranquigadas sobre a artéria (arterite segmentar), alteracoes no calibre,
retificacdo e diminuicdo da luz arteriolar (Holland et a/., 1996).

Neurorretinite

Ocorre quando a retinocoroidite esta adjacente a papila, causando um defeito de campo visual que se estende da
mancha cega para a periferia, em forma crescente. Antigamente, esta lesdo justapapilar era atribuida a tuberculose e
chamada de coroidite ou retinocoroidite de Jensen. A toxoplasmose € a principal causa (Holland et al., 1996).

0 aspecto da lesao nos primeiros dias, muitas vezes, é de papilite pura, com queda varidvel da visao, edema de
papila, hiperemia, ingurgitamento venoso, hemorragias superficiais e envolvimento vitreo varidvel. Apés alguns
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dias, o foco de retinocoroidite aguda se torna evidente, préximo a papila, bem como, as vezes, lesdo hiperpigmentada
antiga (Holland et al., 1996).

Neurite Optica, Papilite

A toxoplasmose parece ser causa de papilite sem retinocoroidite e neurite, realgando a importancia da associacao
entre toxoplasmose do sistema nervoso central e a forma ocular (Holland et a/., 1996).

Heterocromia de lris

A associagdo entre toxoplasmose e ciclite heterocrémica de Fuchs, relatada inicialmente no Brasil (1982), foi
posteriormente confirmada na Europa e nos Estados Unidos (Abreu, Belfort & Hirata, 1982).

O intervalo de tempo entre a toxoplasmose e a ciclite heterocromica de Fuchs é varidvel, mas a retinocoroidite
geralmente antecede a ciclite em meses, até anos. Em ambos os olhos podem-se observar lesées compativeis com
toxoplasmose e recidivas. A ciclite € quase sempre unilateral, e as lesoes de toxoplasmose inativas (Abreu, Belfort
& Hirata, 1982).

Pacientes de iris clara desenvolvem heterocromia, enquanto os de iris castanha mostram apenas as outras
caracterfsticas da sindrome (Abreu, Belfort & Hirata, 1982).

TOXOPLASMOSE OCULAR NA AIDS

Em circunstancias especiais, como na infeccdo pelo HIV e na sindrome de imunodeficiéncia adquirida, a
toxoplasmose ocular e a reativagdo de antigas lesdes toxopldsmicas podem tomar aspectos diferentes, e a retinite
difusa e ativa passa a ser frequente em ambos os olhos (Muccioli & Belfort, 1999).

A toxoplasmose acomete paciente HIV-positivo mesmo com contagem de linfécitos T CD4 acima de 300 células/mm?
e sem sinais clinicos evidentes de Aids (Muccioli et al., 1994).

FORMAS DA TOXOPLASMOSE OCULAR EM RELAGAO A EPOCA DA INFECCAQ

A toxoplasmose ocular pode ser classificada nas formas congénita (precoce ou tardia) e adquirida (precoce ou
tardia) e, portanto, existem quatro formas de toxoplasmose ocular (Holland et a/., 1996) (Quadro 5).

Quadro 5 — Formas de toxoplasmose ocular

Congénita
a) precoce: ocular pura
ocular + sistémica + comprometimento do sistema nervoso central

b) tardia: ocular pura

Adquirida
a) precoce: concomitante a infecgao
ocular pura ou nao

b) tardia: ocular pura
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Toxoplasmose Congénita

A toxoplasmose congénita pode ser exclusivamente ocular ou estar acompanhada de alteragoes sistémicas ou do
sistema nervoso central (Holland, 2003).

E resultante da infeccdo pré-natal e se apresenta clinicamente logo ao nascimento, ou somente nas primeiras
décadas de vida. Sabin descreveu uma tétrade de sinais clinicos na toxoplasmose congénita: microcefalia ou
anencefalia, calcificagdes cerebrais, convulsoes e coriorretinite, que geralmente compromete a méacula dos dois olhos.
Porém, estas manifestacoes sao raras, pois a grande maioria € subclinica ao nascimento, e outras lesdes podem ocorrer
durante toda a vida (Holland, 2003).

Lesodes tipicas de retinocoroidite congénita estdo presentes como lesdes maculares, cicatrizadas, com depdsito
radial de pigmento ao redor da 4rea central necrética, levando ao aspecto de ‘roda de carroga’ (Holland, 2003).

A forma ocular congénita pode ter, portanto, apresentacdo neonatal ou tardia, mais comumente na segunda ou
terceira décadas de vida (Holland et al., 1996).

TOXOPLASMOSE CONGENITA DE APARECIMENTO TARDIO

A toxoplasmose congénita tardia também decorre da infeccdo pré-natal. O Unico comprometimento € o ocular.
Pode haver altera¢des neuroldgicas ou psiquidtricas, as vezes subclinicas. As lesdes surgem frequentemente a partir
da primeira e segunda décadas de vida, acompanhadas de sorologia positiva residual (baixa). Por ocasido da infecgéo
intrauterina, alguns cistos permaneceriam em focos, inclusive na retina, inicialmente inativos, levando a quadros de
ativacao das lesoes (Silveira et al., 2003).

Toxoplasmose Adquirida

A toxoplasmose adquirida € geralmente assintomdtica e acomete os olhos na sua fase aguda em até 10% dos casos,
mas a grande maioria € leve, transitéria e frequentemente despercebida, principalmente em criancas e adultos jovens
(Nussenblatt, Whitcup & Palestine, 1996).

Posteriormente, meses a anos depois da primoinfeccdo, aparecem formas oculares clinicamente importantes e,
nesta fase, é impossivel estabelecer a diferenciagdo laboratorial e clinica com formas congénitas (Silveira et al., 2011).

A toxoplasmose congénita acomete geralmente ambos os olhos, e a adquirida somente um. As lesdes ativas
costumam ser solitarias, e satélites a cicatriz. Em mais de 50% dos casos as lesoes estao localizadas no polo posterior.
Raramente as lesoes ativas sao multifocais em um olho ou bilaterais, e quando ocorrem, deve-se suspeitar sempre de
Aids, tumores etc. O mesmo se aplica a lesoes difusas em vez de focais (Commodaro et al., 2009).

Recidiva da lesdo retiniana ocorre tanto na forma congénita quanto na adquirida. Tipicamente, as recidivas
se manifestam como lesdes satélites e estdo localizadas na borda de uma cicatriz de retinocoroidite preexistente.
Em alguns pacientes, podem-se observar lesdes novas, longe de lesoes prévias, cicatrizadas, de retinocoroidite
(Commodaro et al., 2009).

A perda visual decorrente da toxoplasmose € causada pela destruigao retiniana na macula, no feixe papilomacular
por ocasido da primeira crise, mas também pelas recidivas que podem ocorrer depois de meses ou muitos anos e as
complicagdes vitreorretinianas, como o descolamento de retina. Isso é particularmente grave na crianga que nao se
expressa verbalmente e que nao tem condigdes de perceber e comunicar os sintomas, a fim de adotar-se o tratamento
clinico e cirtrgico adequado (Petrilli, 1987).
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DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE OCULAR

O diagnéstico da retinocoroidite toxopldasmica é baseado na apresentacao clinica, na exclusao de diagnésticos
diferenciais e na comprovagdo de infecgdo pelo toxoplasma, geralmente pelo achado de anticorpos circulantes
especificos. Testes diagndsticos invasivos, como bidpsia de retina, nao sao indicados, a ndo ser em casos especiais,
em virtude dos sérios riscos relacionados aos procedimentos (Commodaro et a/., 2009).

O exame da reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) no humor aquoso vem ganhando
importancia apesar de ser um procedimento invasivo e néo ter tanta sensibilidade quanto a PCR realizada no vitreo
(Matos et al., 2007; De Boer et al., 1996).

Diagnéstico Laboratorial

Testes sorolégicos servem para confirmar a exposicdo anterior a 7 .gondi, e é impréprio confirmar o diagndstico
de toxoplasmose ocular apenas pela presenga de anticorpos (Garcia et al., 1999).

Os valores de anticorpos séricos ndo tém relagdo com a toxoplasmose ocular. Como as lesdes retinianas ocorrem
muitos anos apds a infecgao, os titulos sorolégicos de 1gG podem estar baixos, e IgM ausente.

A persisténcia de niveis soroldgicos altos de 1gG para toxoplasmose observada em muitos pacientes pode indicar
persisténcia de infecgdo cronica ou reinfecgdo e relacdo com recidivas oculares.

A demonstragao da produgdo local de anticorpos no olho como evidéncia diagnéstica de toxoplasmose ocular €
possivel mediante a comparacdo entre a concentracao de anticorpos especificos e nao especificos no humor aquoso e
no sangue. Porém, este exame nao ¢ realizado rotineiramente e apresenta varias limitacées, de acordo com o quadro
clinico ocular e com os niveis de anticorpos circulantes (Commodaro et al., 2009).

A PCR € um teste diagndstico capaz de determinar o agente infeccioso e ndo a resposta a infeccdo pela presenca
de anticorpos. Trata-se de teste altamente sensivel e especifico, que deve ser feito sob rigorosa técnica para evitar
falsos resultados. Geralmente é usada para analisar fluidos oculares como humor aquoso e humor vitreo, materiais
provenientes de bidpsias vitreorretinianas, além de sangue e plasma. O exame de PCR ainda nao € usado rotineiramente
e esta reservado para os casos atipicos (Silveira et al., 2003).

A PCR no sangue € pouco especifica, e ndo se correlaciona com a atividade da lesdo ocular. Por sua vez, a PCR no
vitreo € mais sensivel, porém mais trabalhosa e com maior risco de iatrogenia do que a PCR no humor aquoso. De todo
modo, ambas podem ajudar o diagnéstico diferencial com outras infec¢oes (Rothova et a/., 2008).

As préximas etapas em desenvolvimento, particularmente a genotipagem e a sorotipagem, podem ajudar a
caracterizar classicamente diferentes cepas e resisténcias ao tratamento nos pacientes (Holland, 2000).

Exame Oftalmoldgico na Toxoplasmose Ocular

O exame oftalmoldgico na toxoplasmose ocular se inicia pela histéria que analisa crises anteriores, informagao
sobre toxoplasmose adquirida ou congénita, doengas associadas a imunossupressao, outras infeccoes e doengas etc.
(Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

Deve-se perguntar sobre o acometimento em cada crise, tratamento usado, duragdo, resposta e comparagdo com
a crise atual. Perguntar sobre dor, baixa visual progressiva ou néo, opacidades (sujeiras) no campo visual e fotofobia
(Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).
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A visdo deve ser avaliada, apds correcao com 6culos para cada olho, bem como a visao de cores. A ectoscopia
deve avaliar nistagmo, musculatura extrinseca ocular e reagdes de pupila. Deve-se medir a pressao intraocular e, em
seguida, proceder — sempre em ambos os olhos — a oftalmoscopia binocular indireta e biomicroscopia do segmento
posterior com lente. Os resultados devem ser adequadamente registrados (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

Ao exame de fundo de olho, é comum observar lesdo branco-amarelada, frequentemente préxima a cicatriz de
retinocoroidite antiga. O local preferencial de acometimento € o polo posterior e, quando préximas ao nervo 6ptico, as
lesoes podem ser confundidas com papilite. Os vasos retinianos podem apresentar perivasculite, e opacidades vitreas
estdo geralmente presentes.

Lesoes ativas, quando acompanhadas por reacdo vitrea inflamatéria intensa, apresentam a aparéncia classica de
‘lanterna na neblina’. A coroide é secundariamente afetada, mas as lesdes da coroide ndo ocorrem na auséncia da
infeccdo retiniana (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

Pacientes com toxoplasmose adquirida podem desenvolver lesdes oculares atipicas (retinite expressa como
esbranquigamento ténue e localizado na retina) ou vasculite, vitreite, uveite anterior, sem o desenvolvimento de uma
lesdo de retinocoroidite focal necrosante.

Ha formas atipicas como a puntata externa em que a retina profunda é afetada e caracterizada por mdaltiplas
pequenas lesdes na periferia.

Alguns exames oftalmoldgicos complementares podem ser empregados, mas sdo mais tteis para diagnéstico de
complicagdes do que para a determinagao da doenga. Sao eles:

e Retinografia —a documentacdao fotografica da retina deve incluir tanto a drea da lesao ativa quanto o restante
da retina, para documentar outras lesoes e permitir acompanhamento de novas recidivas ou complicacoes.

* Tomografia de coeréncia 6ptica (OCT) — significante ajuda para o clinico. Aumenta a visualizagdo da
inflamacado na retina e no vitreo, além de detectar complica¢des como edema e buraco macular. Também ¢
util para identificar e acompanhar membranas epirretinianas e neovasculares.

* Angiofluoresceinografia — antes da OCT era mais solicitada para diagnosticar complicagoes, como edema
macular cistoide, tracdo vitreorretiniana e buraco macular. Segue util para diagndstico de vasculites e
alteracbes vasculares como obstrugdes venosas ou arteriais, shunts arteriovenosos e neovascularizagao
retiniana ou de coroide.

Ultrassonografia — pode ser util para identificar descolamento do corpo ciliar e quando o exame da retina é
dificil ou impossivel por causa de sinequia posterior, catarata ou opacificagdo corniana e vitrea. Identifica
complicacdes como descolamento retiniano e de coroide, hemorragia ou opacidades e tragao vitreorretiniana.

* Angiografia com indocianina verde (ICG) — ndo é ttil no diagndstico ou no tratamento da toxoplasmose
ocular, mas pode ajudar a avaliacao da extensao do envolvimento da coroide.

Diagnéstico Diferencial

O diagnéstico diferencial deve ser realizado com doengas infecciosas e nao infecciosas e de acordo com a faixa
etaria do paciente (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

Lesdes oculares em recém-nascidos devem ser diferenciadas de outras infecgdes congénitas, como rubéola, infecgdo
por citomegalovirus, herpes simples, sifilis e tuberculose. Outras doengas importantes e nao infecciosas a serem
consideradas no diagnéstico diferencial do recém-nascido incluem coloboma, vitreo primdrio hiperpldsico, retinopatia
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do prematuro e retinoblastoma. No adulto, mencionem-se sifilis, tuberculose, herpes, infec¢do por citomegalovirus,
atrofias e degeneracoes de retina, entre outras.

Lesoes recidivantes adjacentes a lesdes de retinocoroidite podem lembrar outros tipos de uveite como coroidite
serpiginosa. Outros diagndsticos diferenciais importantes incluem necrose aguda de retina, retinite fingica, retinite
séptica, endoftalmite e toxocariase ocular (Quadro 6).

Quadro 6 — Principais diagndsticos diferenciais de toxoplasmose ocular

EM RECEM-NASCIDOS

Doengas infecciosas Doengas nao infecciosas
 Rubéola o Coloboma de retina e coroide
o Infecg@o por citomegalovirus « Persisténcia de vitreo primario hiperplastico
o Sfilis o Retinoblastoma

o Herpes simples

o Retinopatia do prematuro
o Tuberculose

EM CRIANGAS E ADULTOS

Doengas infecciosas Doengas nao infecciosas
o Sifilis o Coloboma
o Tuberculose « Degeneracao viteliforme de mécula
o Necrose retiniana aguda o Atrofia girata
o Candidiase o Membrana vascular retiniana
o Infeccao por citomegalovirus (na Aids) « Coroidite geogréfica e/ou serpiginosa
o Toxocariase o Fibras de mielina
o Cisticercose o Hemorragia (trauma)
o Paracoccidioidomicose o Tumor

o Membrana neovascular

o Rubéola
o Sarcoidose

COMPLICAGOES DA TOXOPLASMOSE OCULAR

Entre as complicacdes da toxoplasmose ocular, inclui-se edema de mdcula, descolamento de retina, glaucoma,
opacidades ou hemorragias vitreas, hemorragia retiniana, oclusdao vascular, neovascularizagdo sub-retiniana e
membrana epirretiniana. Essas intercorréncias sao mais comuns nos casos mais graves e sdo causas importantes de
morbidade (Commodaro et al., 2009) (Quadro 7).
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Quadro 7 — Complicacdes da toxoplasmose ocular

Organizagao vitrea

Descolamento de retina e tragéo vitreorretiniana

Maculopatia (edema, tragao)

Hemorragia vitrea e oclusao vascular

(Catarata

Glaucoma

Ambliopia (em criangas)

Organizagao Vitrea

O envolvimento vitreo € a regra na toxoplasmose ocular, em que se observa transudacao proteica e infiltragao
celular. A extensdo do comprometimento € varidvel e geralmente depende do tamanho da lesdo e das recidivas.

Na maior parte dos casos, o vitreo vai se normalizando conforme a lesdo cicatriza e, apds algumas semanas ou
meses, esta com transparéncia adequada a visao.

Algumas vezes, as opacidades vitreas persistem por mais tempo, e referidas pelo paciente como manchas ou
opacidades flutuantes. Raramente, quando a opacificagao vitrea € intensa e persiste por mais de seis meses, a vitrectomia
pode ser necessaria. Nesses casos € frequente encontrar catarata associada, bem como tracdo vitreorretiniana e
descolamento de retina.

Descolamento de Retina

Em casos severos, o envolvimento e a opacificacdo vitrea formam traves vitreas, geralmente entre as lesoes e
os locais onde o vitreo fica mais aderido, como a papila, a mécula, a base do vitreo e os vasos retinianos. A trave
vitrea traciona esses pontos de aderéncia vitreorretinianos e pode levar a ruptura e descolamento tracional da retina
(Holland et al., 1996).

O reconhecimento dessa tracdo e a identificagdo de buracos retinianos sdo importantes em criancas pela alta
probabilidade de elas desenvolverem descolamento de retina.

Muitas vezes, estd indicada a fotocoagulagdo ou crioterapia profildtica dos locais sob tragdo vitrea, além de explante
escleral e vitrectomia. O tratamento do descolamento de retina associado a toxoplasmose ocular é sempre cirtrgico
e de urgéncia. Basicamente, a cirurgia consiste de vitrectomia via pars plana, endofotocoagulacdo e frequentemente
injecao intraocular de gas ou dleo de silicone (Holland et a/., 1996).

Maculopatias (Edema e Tragéo)

Lesoes préximas a macula podem levar, em virtude do edema ou da tracdo da membrana limitante interna, a
metamorfopsia e diminuicao visual (Holland et a/., 1996).

Em casos de longa evolucdo, pelo edema crénico da retina circunjacente a lesao com eventual comprometimento
da mdcula, pode ocorrer edema cistoide macular e buraco macular (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).
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Hemorragia Vitrea

A hemorragia vitrea na toxoplasmose pode ocorrer a partir de oclusoes vasculares retinianas, ou por descolamento
tracional da retina, pela avulsao dos vasos retinianos.

Ahemorragia e a opacificagdo vitrea tendem a clarear com o tempo, definindo conduta expectante de pelo menos seis
meses, salvo em casos de descolamento de retina ou tragdo vitreorretiniana importante. A avaliagao ultrassonografica
e funcional periddica, nesses casos, € importante para orientar a conduta (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

(Catarata

A catarata também é frequente nos casos mais graves e decorrentes da corticoterapia, bem como nos casos
associados a ciclite heterocromica de Fuchs. A facoemulsificacdo com implante de lentes intraoculares tem bom
prognéstico. Deve ser realizada para recuperagao visual do paciente e também para possibilitar o0 acompanhamento
das lesoes de retina e o necessdrio tratamento (Muccioli, Belfort & Abreu, 2001).

Glaucoma

A pressao intraocular pode-se elevar transitoriamente na fase inicial da retinocoroidite toxopldsmica, se houver
iridociclite. A hipertensao desaparece com midriase medicamentosa e colirios de esteroides, ou mesmo sem tratamento,
e ndo ha necessidade de medicacdo antiglaucomatosa. Pode ocorrer também hipotensdo leve e transitéria pela
diminuigdo da producao de humor aquoso (Holland ef a/., 1996).

O glaucoma secunddrio € raro na toxoplasmose ocular e pode ser causado pela corticoterapia, bem como sinequias
periféricas decorrentes da iridociclite crénica ou associada ao glaucoma do tipo cénico simples (amplo aberto), de
causa desconhecida, que acompanha com frequéncia a ciclite heterocrémica de Fuchs (Muccioli, Belfort & Abreu,
2001; Abreu, Belfort & Hirata, 1982).

Ambliopia

A ambliopia € causada por opacificagdo vitrea ou edema de retina transitérios na infancia, o que impossibilita o
desenvolvimento da mdcula nos casos de toxoplasmose extramacular. Pode estar associada ao nistagmo. A oclusao do
outro olho sé € eficiente quando o olho a ser tratado ndo apresenta opacificacdo de meios ou lesdo organica causadora
da deficiéncia visual. Ndo estd indicada, evidentemente, nos casos de lesdo macular ou do nervo éptico (Muccioli,
Belfort & Abreu, 2001; Holland et al., 1996).

TRATAMENTO

A maioria dos casos de toxoplasmose ocular € autolimitada, mas o tratamento é quase sempre necessario
para abreviar o tempo da doenca, bem como diminuir a gravidade das crises, a frequéncia de complicagoes e
a destruicdo maior da retina. O tratamento da lesdo ocular ¢ feito com agentes antitoxoplasmose, associados
ou ndo aos corticoides sistémicos. Nao ha indicagdo de corticoterapia sem antitoxopldsmico sistémico na
toxoplasmose ocular, pelo perigo de o corticoide isolado levar ao agravamento da infecgdo. O tratamento é com
frequéncia local (com colirios) e sistémico (por via oral). Em casos especiais, as vias de administracdo intravitrea
e periocular podem ser usadas. Os colirios, empregados para tratar a iridociclite secunddria, compoem-se de
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atropina ou tropicamida (para produzir cicloplegia e evitar sinequias posteriores, além de diminuir a fotofobia e
lacrimejamento) e corticoides — dexametasona ou prednisolona —, que diminuem a intensidade da inflamagdo e os
sintomas (Commodaro et al., 2009).

Recém-nascidos de maes que adquiriram toxoplasmose na gravidez devem ser tratados com medicacgdo especifica
durante o primeiro ano de vida, independentemente de apresentarem lesoes oculares, para evitar recidivas oculares e
proteger o sistema nervoso central. Devem continuar a ser cuidadosamente seguidos (Holland, 2003).

Em adultos, algumas retinocoroidites toxopldsmicas autolimitadas e benignas, menores que um quarto de
diametro papilar, no equador ou periferia da retina, especialmente as que se localizam no lado nasal e sem reagao
vitrea, podem ser apenas observadas, sem nenhuma medicacdo. Lesdes que afetam direta ou indiretamente a visao,
quer pela localizacao préxima a mdcula, papila ou feixe papilomacular, quer pelo comprometimento vitreo, devem ser
tratadas com medicamento especifico e sempre corticoide (Holland, 2003).

Em varios trabalhos, tentou-se comparar a eficacia das diversas drogas disponiveis. Entretanto, nenhum deles
apresenta metodologia que permita conclusoes.

As drogas antitoxoplasma disponiveis tém boa a¢do, mas ndo eliminam os cistos.

Existe a impressao clinica de que o melhor tratamento especifico para a toxoplasmose ocular ¢ a associacao de
pirimetamina e sulfadiazina durante — pelo menos — quatro a seis semanas. A tendéncia atual é usar associagao de
sulfametoxazol com trimetoprim, por quatro a seis semanas, pela maior comodidade, adesao ao tratamento e menos
reagoes colaterais (Grossman & Remington, 1979; Grossman, Krahenbuhl & Remington, 1978) (Quadro 8).

Quadro 8 — Tratamento da toxoplasmose ocular

« Observagao clinica

* Medicagao especifica

« Medicagao especifica + corticoide sistémico

« Colirios: midriético, cicloplégico + corticoide

A combinagdo de pirimetamina e sulfadiazina, considerada a terapia ‘classica’ para toxoplasmose ocular, é
considerada padrao-ouro, mas varias outras drogas também demonstraram eficdcia in vitro e in vivo contra 7. gondii.
Sao empregadas no tratamento da toxoplasmose ocular, mas sua eficdcia continua incerta (Lasave et al., 2010;
Opremcak, Scales & Sharpe, 1992; Nguyen & Stadtsbaeder, 1975).

Recidivas

A recidiva de toxoplasmose ocular é sempre possivel, pois nenhum tratamento erradica os organismos.

Em ensaio clinico realizado no Brasil, sugeriu-se a possibilidade de tratamento prolongado com associagdo de
sulfametoxazol e trimetoprim em posologia de um comprimido, trés vezes por semana, durante pelo menos 18 meses.
Essa profilaxia parece extremamente eficiente, mas seu efeito tende a desaparecer com a suspensao do tratamento, e
recidivas voltam a ser mais frequentes (Silveira et al., 2002).
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CAUSAS DAS RECIDIVAS

A causa da recidiva na toxoplasmose ocular permanece desconhecida. Ha vdrias hipéteses:

e ruptura periddica de cistos retinianos e invasdo direta da célula retiniana;

e ruptura de cistos em outros locais do organismo, relacionada a fatores imunolégicos do hospedeiro ou a
fatores bioldgicos do toxoplasma e parasitemia em mondcitos que reagiriam com células e tecido da lesao
retiniana anterior;

e reinfec¢des, com exposicdo de células imunocompetentes no local a antigenos, organismos vivos ou
imunocomplexos e consequente ativagao das lesoes;

e autoimunidade a antigenos retinianos. Ha muitos anos € conhecida a capacidade autoantigénica de
estruturas intraoculares, atribuidas atualmente a retina pelo antigeno S;

e imunocomplexos circulantes. Pacientes com toxoplasmose tém frequentemente anticorpos circulantes, que
poderiam provocar recidivas ao reagir nos locais das lesdes antigas;

* Producdo de locus minoris resistentiae a estimulos inespecificos e outras infeccoes (virais, por exemplo).

Corticoterapia na Toxoplasmose Ocular

O tratamento com corticosteroides apresenta efeitos colaterais relacionados a dose e ao tempo de administragdo e,
na toxoplasmose ocular, raramente leva a complicagoes.

As injecoes subtenonianas de corticosteroides de liberacdo lenta, como depdsito de triancinolona, ja foram
indicadas e contraindicadas, porque atingem niveis supressores dentro do olho e podem favorecer a proliferagao dos
parasitas. Em situacoes especiais, a associacdo de clindamicina e corticoide intravitreo foi recentemente sugerida
(Soheilian et al., 2010).
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Anatomia Patolégica na Toxoplasmose:
aspectos sistémicos, neurolégicos e oculares

Miguel N. Burnier Jr. « Bruno F. Fernandes

Aapresentagéo da doenca causada por 7oxoplasma gondii € relativamente rara em humanos, considerando-se que
a toxoplasmose ¢é a forma de infeccdo parasitaria mais comum em mamiferos e aves. Isso se deve em parte ao
fato de que a infecgdo em humanos normalmente ocorre de forma assintomadtica. Estudos indicam que até 50% da
populagdo jé teve contato com o parasita, tendo desenvolvido a doenca ou nao. A epidemiologia da infecgao reflete a
necessidade do hospedeiro definitivo (gato) e condigdes climdticas propicias (alta temperatura e umidade).

0 foco deste capitulo serdo as alteracdes morfoldgicas nos tecidos afetados, decorrentes da acdo direta do parasita
ou da consequente reagdo inflamatdria. Importante notar que as alteracdes no tecido infectado sdo dependentes do
estado imunolégico do hospedeiro. Logo, pacientes imunossuprimidos apresentarao — ou nao — achados histopatoldgicos
especificos. Praticamente qualquer tecido pode apresentar a infecgdo, embora as manifestacoes mais comuns se observem
nos linfonodos, no sistema nervoso central (SNC), nos olhos, no figado, nos pulmédes e no miocardio.

DOENGA SISTEMICA ADQUIRIDA

A primeira interacao do parasita com o hospedeiro ocorre no trato intestinal, logo apds a ingestao de esporozoitas
ou bradizoitas. O invélucro parasitario € digerido por enzimas digestivas, entdo o parasita ¢ liberado e invade o epitélio
intestinal. No meio intracelular, os taquizoitas proliferam rapidamente, atravessam a membrana basal intestinal e
iniciam a disseminacdo pela circulagdo linfatica intestinal. Eventualmente, formas livres e intracelulares atingem
a corrente sanguinea com acesso a virtualmente qualquer 6rgao do corpo humano. No entanto, as alteragdes mais
importantes ocorrem em areas com privilégio imunoldgico, como o SNC, no caso do paciente imunodeprimido; o olho,
no paciente imunocompetente; e o tecido fetal, na gestante (Barragan & Sibley, 2003).

Comojé foidito, ainfeccdo por 7 gondii normalmente ocorre de forma assintomdtica em pacientes imunocompetentes.
Quando manifesta, a infeccao toxoplasmica acomete principalmente o sistema reticuloendotelial: linfonodos, figado
e baco (Ho-Yen, 2001).
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Linfonodos

A toxoplasmose € uma causa importante de linfadenite, e corresponde a 2%-4% dos casos com confirmagao
histopatolégica (Miettinen et a/., 1980). A cadeia cervical posterior é mais frequentemente afetada, apesar de qualquer
linfonodo poder estar envolvido. Curiosamente, o parasita ¢ encontrado em um linfonodo em menos de 1% dos
casos de toxoplasmose quando este é submetido a bipsia (Frenkel, 1976). Por sua vez, a mera presenca de cistos de
toxoplasma no linfonodo de uma pessoa cronicamente infectada nao € suficiente para o diagndstico de linfadenite
toxopldsmica (Sun, 1982). O achado tipico, originalmente descrito por Piringer-Kuchinka, Martin e Thalhammer
(1958), é a presenca de agregados de células epitelioides na zona perifolicular. Tais agregados invadem as margens dos
foliculos linfoides hiperpldsicos, tornando-as menos distintas, e estendem-se até os centros germinativos. A atividade
mitética é marcante, assim como a presenca de fagocitose de debris celulares. A maioria desses microgranulomas
tem um padrdo mondtono, com alguns linfécitos ocasionais entre as células epitelioides. Normalmente nao se
encontra necrose, supuragao ou células gigantes. Outro achado caracteristico € a distensao dos seios subcapsulares
e trabeculares causada por células monocitoides (Dorfman & Remington, 1973). A aspiracdo por agulha fina é uma
opgao diagndstica, que fornece sensibilidade de 72,7%-81,8% e especificidade de 98,8%-100% (Viguer et al., 2005).

Embora os critérios expostos tenham alta especificidade (96,6%), a sensibilidade € limitada (44,4%).
Recentemente, foi proposto um algoritmo para o diagndstico histopatolégico da linfadenite toxopldsmica (Eapen
et al., 2005). Os seguintes achados compdem tal algoritmo: presenca de microgranulomas (menos de 25 células
epitelioides) (Figura 1), distensao paracortical, hiperplasia paracortical (Figura 2), infiltracdo sinusoidal por células
monocitoides (Figura 3), presenga de macrogranuloma (mais de 25 células epitelioides, sem necrose) e auséncia de
células gigantes. Tais parametros garantem uma alta especificidade (96,6%), com maior sensibilidade (100%) do que
os definidos por Piringer-Kuchinka, Martin e Thalhammer (1958).

Figura 1 — Linfadenite toxoplasmica

Microgranulomas com menos de 25 células epitelioides. (H&E, x400). (Copyright Elsevier, 2005.)
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Figura 2 — Linfadenite toxoplasmica
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As alteragdes agudas observadas em drgdos especificos sdo basicamente decorrentes da necrose de células
individuais infectadas pelo parasita. Os taquizoitas se multiplicam no interior da célula, levando a morte e liberacdo
do parasita no parénquima tecidual. Novas células sdo infectadas, aumentando gradativamente a drea de necrose e o
infiltrado inflamatdrio (Frenkel, 1971).

Figado

O envolvimento hepatico ocorre no inicio do processo infeccioso e é mais comumente associado a infecgdo
congénita. No entanto, a extensdo da doenca raramente afeta o resultado de testes de fungdo hepdtica ou causa
sinais ou sintomas de hepatite. Aparentemente, a hepatite ¢ mais comum quando a infecgdo se deve a uma cepa
mais virulenta da toxoplasmose. O quadro de hepatite toxopldsmica é caracterizado por extensas areas de necrose,
presenga de células gigantes e hematopoiese extramedular. Linfécitos e plasmdcitos também compdem o infiltrado
inflamatério. As células de Kupffer mostram hipertrofia e hiperplasia. O parasita pode ser visto no citoplasma das
células de Kupffer ou dos hepatécitos (Figura 4) (Dogan et al., 2007). O comprometimento esplénico também ocorre
precocemente no curso da doenga; porém, a esplenomegalia € rara.

Figura 4 — Hepatite toxoplasmica

e Y o 2 Pl
Taquizoitas vistos no citoplasma de um hepatdcito (a esquerda). Confirmagao imuno-histoguimica com marcadores especificos para toxoplasmose (a direita).
Fonte: Dogan et al., 2007.

Misculo

0 achado tipico do acometimento muscular por 7" gondii € a necrose de fibras individuais infectadas pelo parasita
com proliferacdo dos sarcolemas e infiltragdo por macréfagos, linfécitos T e ocasionalmente neutréfilos. Pseudocistos
podem ser vistos sem despertar nenhuma reacao inflamatéria. Microrganismos extracelulares ndo sdo encontrados.
Polimiosite secunddria a toxoplasmose € rara, porém possivel (Figura 5). A inflamacdo pode também envolver dreas
remotas do musculo afetado (Plonquet et al., 2003).
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Figura 5 — Miosite toxoplasmica

A — Aspecto transverso de uma bidpsia muscular mostrando um cisto de toxoplasma (cabega de seta) (tricromico de Gomori modificado; x800). B — Imuno-histoguimica em que
se observa um cisto de toxoplasma sem nenhuma reacao inflamatria. As fibras musculares adjacentes estao normais (x1.200). (Copyright John Wiley and Sons, 2003.)

Pulmao

O pulméo é um dos sitios onde a infecgao é possivel, embora o envolvimento pulmonar isolado seja extremamente
raro. Na pneumonite toxopldsmica, encontra-se uma inflamacédo intersticial e intra-alveolar com proliferacdo dos
pneumdcitos, muitas vezes infectados. O espago alveolar é preenchido por macréfagos que contém pseudocistos,
células mononucleares e um exsudato fibrinoso. Os septos alveolares se tornam hiperemiados pela inflamagéo.
Taquizoitas podem ser vistos também no centro de focos de necrose (Eza & Lucas, 2006) (Figura 6). Como método
diagnéstico, emprega-se o lavado broncoalveolar e a visualizagdo direta dos taquizoitas em esfregacos corados pela
técnica Giemsa (Kovari ef al., 2010) (Figura 6).

Figura 6 — Toxoplasmose pulmonar

(Y IS : L".O* i ,- : PR -
A — Microscopia de uma érea de necrose secundéria a toxoplasmose. 0 parasita é dificilmente identificado (H&E, x200). B — Imuno-histoquimica evidencia os taquizoitas na
mesma area mostrada acima (seta) (x200). (Copyright John Wiley and Sons, 2006.)
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Além dos drgdos descritos, a toxoplasmose pode causar um infiltrado inflamatério semelhante no coracdo,
no pancreas, nas glandulas adrenais e nas pardtidas, entre outros érgdos. No rim, uma glomerulonefrite por
imunocomplexos foi descrita em casos de toxoplasmose. Quando os testiculos sdo afetados, encontra-se necrose
extensa associada a um infiltrado inflamatério composto por células polimorfonucelares e eosinéfilos. O parasita €
visto dentro dos tibulos seminiferos.

Apés a fase aguda da doenca e a resolucdo do processo inflamatério, o parasita pode permanecer no tecido
infectado indefinidamente. Em relagdo a fase cronica, as alteracdes morfolégicas sao basicamente resultantes da
ruptura de cistos, infeccdo e necrose de células do parénquima adjacente e consequente reacdo inflamatéria. Tais
reativagdes podem acometer qualquer 6rgao.

ENVOLVIMENTO NEUROLOGICO

A encefalite toxopldsmica é, certamente, a complicacdo mais grave da doenca, podendo ser dividida nas formas
congénita e adulta (Best & Finlayson, 1979). A forma congénita ¢ caracterizada pela necrose periventricular secunddria
ao acometimento vascular, na forma de perivasculite, vasculite ou trombose (Frenkel, 1976). Durante a macroscopia,
notam-se varios focos necréticos hemorragicos e ndo hemorrdgicos de até 4 cm de didmetro. Tais lesoes podem atravessar
um sulco e envolver o cértex adjacente. Nos casos de doenga avancada, com aumento da pressao intracraniana, podem-
se encontrar alteracdes tipicas de herniacao. Na microscopia, os focos necréticos mostram infiltragdo por mondcitos,
linfécitos e plasmécitos. Os taquizoitas normalmente estdo localizados na periferia de tais focos, vistos como pontos
azuis, medindo de 1 um a 2 pm. Recomendam-se cortes histoldgicos mais finos (2 pm) para melhor visualizagdo do
parasita. Quando as células infectadas estdo completamente preenchidas por taquizoitas, estas assumem um contorno
irregular, e sdo denominadas entdo pseudocistos (Figura 7). Cistos verdadeiros sdo arredondados, medindo em média
30 um, tém uma parede de 1 pum de espessura e contém inimeros parasitas em seu interior. Tanto os taquizoitas
quanto os bradizoitas contém granulos e coram com a coloracao de PAS. Em um estagio mais tardio, os focos necréticos
calcificam-se, explicando o achado radiolégico caracteristico de calcificagao periventricular. Quando o aqueduto também
¢ afetado, ocorre hidrocefalia.

Figura 7 — Toxoplasmose cerebral

Pseudocisto do protozoario composto por iniimeros bradizoitas em um caso de toxoplasmose cerebral (seta). (H&E, x1.000). (Copyright John Wiley and Sons, 2007.)
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A forma adulta é frequentemente vista como uma infecgdo oportunista. Além das alteragdes morfoldgicas
observadas na forma congénita, encontram-se inimeros focos de necrose com a presenga de cistos e trofozoitas livres
(Best & Finlayson, 1979). Nas fases precoces da doenca, a inflamagdao resultante ¢ minima ou muitas vezes ausente.

COMPROMETIMENTO OCULAR

O toxoplasma é responsavel pela maioria dos casos de coriorretinite em adultos e criancas. O quadro histopatolégico
tipico é caracterizado pela presenca de extensa necrose da retina com a presenca de taquizoitas livre e cistos. Todas
as camadas da retina sdo envolvidas pelo processo infeccioso. Importante notar que o parasita ndo é encontrado
além da retina em individuos imunocompetentes. Outras estruturas oculares sofrem devido ao processo inflamatdrio
secunddrio, mas o protozodrio ndo é encontrado, seja na forma ativa, seja na cistica. Areas da retina adjacentes as
lesdes ativas apresentam inflamagao perivascular, edema, gliose e eventuais focos hemorragicos. Logo abaixo da
retina neurossensorial, observa-se o epitélio pigmentar da retina, que também é afetado pela infeccdo. Entre esta
camada de células pigmentadas e a camada de Bruch, notam-se depdsitos eosinofilicos importantes para o diagndstico
de retinite a esclarecer (Belfort et al., 2010). Tais depdsitos correspondem a debris resultantes de morte celular e
degradacdo da membrana de Bruch (Figuras 8). Outras causas de retinite, como citomegalovirus ou herpes simples,
podem ter apresentacdo semelhante em alguns casos, porém tais depdsitos subepiteliais sao vistos exclusivamente
em casos de toxoplasmose. Tal achado é de extrema importancia especialmente nos casos em que o numero de
cistos e parasitas livres € limitado. A coroide apresenta reacdo inflamatéria granulomatosa secunddria, composta
por linfécitos e macréfagos em ntimeros variados (Figura 9). Apds a fase aguda, a sequela resultante é uma cicatriz
coriorretiniana com centro branco e bordos pigmentados.

Figura 8 — Coriorretinite toxoplasmica

celular, tipicos de toxoplasmose ocular (cabega de seta) (H&E, x200).

203



Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Figura 9 — Coriorretinite toxoplasmica
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No paciente imunocompetente, a necrose retiniana é acompanhada de uma reagao inflamatdria secundéria na coroide, composta por linfocitos e células epitelioides (H&E, x200).

Muito embora o parasita se encontre restrito a retina em imunocompetentes, a inflamagéo secunddria pode comprometer
todo o trato uveal: coroide, corpo ciliar e iris. O infiltrado inflamatério também acomete a cavidade vitrea, quando
a turvagdo resultante muitas vezes impede a visualizacdo das lesoes retinianas. As células dispersas eventualmente
atingem o segmento anterior do olho, flutuando no humor aquoso e depositando-se na superficie posterior da cérnea. O
achado clinico resultante de precipitados grandes, com aspecto de ‘gordura de carneiro’ (mutton fat), nada mais € do que
granulomas compostos por células histiociticas. Conforme a severidade da inflamacao, tais agregados podem obstruir a
malha trabecular, bloquear o escoamento do humor aquoso e causar elevagao da pressao intraocular.

O nervo éptico pode ser afetado pela toxoplasmose de trés formas: infeccdo direta, papilite secunddria ou
papiledema associado ao aumento de pressdo intracraniana. Nesses casos, ocorre atrofia dptica apds a resolugdo do
quadro agudo (Perkins, 1973; Mets et al., 1997).

CONSIDERAGOES ESPECIAIS SOBRE 0 PACIENTE IMUNODEPRIMIDO

Ao passo que em individuos imunocompetentes a toxoplasmose apresenta — quando muito — somente sinais
e sintomas gripais (Gutierrez, 1990), no imunodeprimido a infeccdo é geralmente fatal, se ndo for diagnosticada
e tratada adequadamente. A toxoplasmose como infeccdo oportunista ocorre em virtude da reativacdo de cistos
presentes em qualquer tecido do corpo humano (Garcia et a/., 1991). No entanto, as lesdes no SNC e no coragao sao
as principais, por acarretarem significante morbidade e mortalidade. Até 10% dos pacientes com Aids desenvolvem a
toxoplasmose cerebral (McCabe & Remington, 1988).

204



Anatomia Patoldgica na Toxoplasmose

As dreas do SNC mais comumente afetadas pela toxoplasmose sdo a juncdo corticomedular, os nticleos da base e
o talamo, apesar de o tronco cerebral também poder ser afetado. O achado histopatolégico tipico € uma inflamagéao
aguda perivascular necrosante multifocal. Necrose subaguda multifocal acompanhada de infiltragao linfocitaria mista
também € encontrada. Os focos necréticos no tecido cerebral podem evoluir ao ponto de formarem cavidades cisticas.
Taquizoitas e cistos sdo vistos principalmente nas dreas de inflamagédo, nao sé do parénquima cerebral, mas também
nas meninges. A técnica imuno-histoquimica especifica para toxoplasmose auxilia na identificacdo do parasita. A
calcificagdo é mais comum na forma congénita, apesar de ser vista em alguns casos no adulto apés uma terapia bem-
sucedida (Lee et al., 2009).

A miocardite toxopldsmica é secunddria a infeccdo direta dos midcitos pelo parasita. Na macroscopia, o coragao
adquire um aspecto globoso e flacido. Quando encontrado nas fibras musculares, o cisto assume uma forma
alongada. A ruptura dos cistos naturalmente gera uma reacdo inflamatdria caraterizada por uma infiltragdo de células
mononucleares (Gerberding, 1992) (Figura 10).

Figura 10 — Miocardite toxoplasmica

A — Foto mostra uma miocardite extensa (H&E, x40). B — Outra microfotografia, agora em maior aumento, exibe os taquizoitas entre as fibras musculares cardiacas (seta)
(H&E, x400). (Copyright John Wiley and Sons, 2006.)

A coriorretinite toxopldsmica no imunodeprimido comumente tem uma apresentagao clinica atipica, dificultando
o diagnéstico clinico. Cicatrizes antigas, que quando presentes facilitam o diagndstico, normalmente estao ausentes.
Outras retinites, também oportunistas, podem cursar de forma semelhante (Belfort e a/., 2010). A reagdo inflamatdria
¢ mais discreta ou até mesmo ausente, dependendo do estado imunolégico do paciente. As lesoes em si tendem a ser
mais extensas. Nesses casos, a bidpsia de retina pode confirmar o diagnéstico, pela visualizagdo direta do parasita.
Técnicas imuno-histoquimicas sdo Uteis para melhor visualizagdo do agente infeccioso. Os achados morfolégicos sdo
similares ao imunocompetente, mas a reacao inflamatéria na coroide é bem mais discreta e o nimero de parasitas
encontrados é maior (Figura 11). Interessante notar também que no imunodeprimido o parasita pode ser encontrado
na coroide, enquanto no imunocompetente ele estd confinado na retina (Rehder e a/., 1988). Quando se quer evitar
a bidpsia, a opcao € o uso da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do DNA do parasita em
amostras de vitreo (pungdo aspirativa) (Brezin et a/., 1991).
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Figura 11 — Coriorretinite toxoplasmica no imunodeprimido

A — Minima reacao inflamatdria na coroide apesar de extensa necrose de todas as camadas da retina (H&E, x200). B — Imuno-histoquimica especffica para toxoplasmose torna
evidentes inimeros cistos entre as camadas da retina (x200).

Outra manifestagdo rara da toxoplasmose no doente imunodeprimido é o aparecimento de multiplos nédulos
subcutdneos. As pdpulas de aspecto pleomoérfico podem acometer o torso, as extremidades, o abdome e a face.
As lesoes sao discretas, bem circunscritas, sem induracdo ou necrose. Outra apresentacdo descrita é a de uma
lesdo dnica, com sinais inflamatérios semelhantes a um abscesso. A andlise histopatoldgica evidencia o parasita
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na epiderme, no tecido subcutaneo e até nos capilares superficiais. Mdltiplos granulomas com necrose central e
infiltrado inflamatdrio periférico compdem o quadro (Chen et a/., 2009).

INFECGAO CONGENITA

A parasitemia tempordria durante o primeiro contato com 7. gondii pode ocasionar contaminagao fetal. Quando a
placenta é infectada, os taquizoitas sdo dispersos na placa coridnica, na decidua e no amnio. A placenta se torna avascular
com dareas de fibrose e inflamacao necrosante das vilosidades coridnicas. Inameras células gigantes multinucleadas
sao vistas, assim como agregados nodulares de histidcitos logo abaixo da camada sincicial. Observam-se tanto cistos
quanto formas livres do parasita. O lado fetal da placenta é mais severamente afetado do que o lado maternal.

Além da placenta, o parasita pode ser encontrado no cordao umbilical, assim como em qualquer outro érgao
estudado microscopicamente. Puncdo aspirativa do liquido amnidtico pode ser indicada nos casos suspeitos. Nos
preparados citolégicos, o taquizoita é visto com uma estrutura curva, medindo de 3 um a 4 pm de comprimento
e 1 um a 2 pum de largura, com um ntcleo central. Os parasitas sdo vistos nao sé dentro do citoplasma de
células infectadas, mas também isolados, sendo este dltimo achado um artefato do esfregaco. Cistos também sao
encontrados (Gutierrez & Lichtenberg, 1996).

Tanto na macroscopia quanto na microscopia, as alteragdes mais marcantes secunddrias a infeccdo congénita
sdo as que afetam o SNC. Focos de necrose, inflamagdo cronica e areas calcificadas na zona cortical sdo achados
histopatolégicos tipicos. Quando hé hidrocefalia, nota-se uma dilatacdo dos ventriculos, destruigdo do tecido
cerebral e afinamento da camada 6ssea craniana. O epéndima é afetado pela infiltracdo de mondcitos, plasmécitos
e eosindfilos. A reagdo meningea é menos marcante do que a periventricular. A andlise do liquido cefalorraquidiano
mostra aspecto amarelado, aumento de proteina e de celularidade (linfécitos e mondcitos). Organismos também
podem ser encontrados.

A coriorretinite na toxoplasmose congénita ocorre durante a fase fetal. Os achados histopatoldgicos da fase aguda
sao semelhantes aos da forma adulta: dreas de necrose retiniana, edema e reacao inflamatdria. Cistos normalmente
nao sdo encontrados (Brezin et a/., 1991). O nervo éptico pode estar afetado, mas na maioria dos casos isso ocorre
apenas como manifestacdo secunddria da toxoplasmose encefdlica. Ao nascimento, o exame fundoscépico evidencia
cicatrizes inativas da infeccdo, sugerindo que a resolucdo do processo infeccioso/inflamatério também ocorre dentro
do utero. Infecgdes congénitas mais severas podem comprometer o desenvolvimento do globo ocular, resultando em
microftalmia e microcérnea (Mets et al., 1997). Nesses casos, as dimensoes oculares diminuem e a acuidade visual €
bastante comprometida.

Importante lembrar que alguns recém-nascidos podem apresentar sintomas discretos e, posteriormente, desenvolver
recorréncias na forma de meningoencefalite ou coriorretinite.
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A toxoplasmose humana foi reconhecida entre o fim da década de 30 e o inicio da década de 40, primeiramente
como doenca de aquisicao congénita e, depois, na forma adquirida pés-natal (revisto em Weiss, 2009). Nessa
fase inicial, predominaram os relatos de formas mais graves, porém sem opgdes terapéuticas. Desde o fim dos
anos 40 passaram a estar disponiveis reagoes sorolégicas. A partir dos anos 50, com a realizacao de investigagoes
soroepidemioldgicas e com o reconhecimento da forma linfonodal da doenga adquirida, a toxoplasmose caracterizou-
se como expressao de uma protozoose humana amplamente disseminada. Também ganhou destaque a descoberta do
comprometimento ocular, seja na forma congénita, seja na adquirida. Dada a possibilidade de comprometimentos graves
na toxoplasmose congénita, também cresce o interesse em conhecer e prevenir a transmissao intrauterina do parasita.
Mais recentemente, a caracterizacao do parasita 7oxoplasma gondii como importante agente infeccioso oportunista,
em pacientes com doenga e/ou tratamento imunodepressor, adiciona especial destaque para a toxoplasmose humana.
Ou seja, a evolucao dos conhecimentos clinicos torna evidente a necessidade de opcdes farmacolégicas tanto para
terapéutica dos doentes, como para a potencial prevengao da transmissdo materno-fetal.

Uma pioneira informacdo voltada para a utilizacdo potencial de farmacos dotados de agdo contra o parasita ocorre
com um cldssico estudo experimental (Eyles & Coleman, 1953), que documenta o efeito sinérgico entre a sulfadiazina
e a pirimetamina. Na publicagdo original, afirma-se que “a acdo destas drogas é tao significativa que proporciona
fundamento para a expectativa de que a combinagdo possa ser efetiva no tratamento da doenga humana” (1953: 483).
Por sua vez, chama-se atengao para o fato de que “recomendacdes nao podem ser feitas até que sejam disponiveis mais
dados sobre a farmacologia da pirimetamina em humanos” (1953: 483). Este ponto é colocado em destaque, pois sera
merecedor de andlise posterior.

As informacdes disponiveis com base em investigacoes em modelos animais e i vitro indicam uma consideravel
lista de medicamentos com acdo reconhecida contra o parasita e, assim, com potencial para uso na doenga humana.
Entretanto, a extrapolacao dos dados experimentais para a pratica clinica nao deve ser automatica, tendo em conta,
por exemplo, varidveis do parasita e dos modelos de experimentacao (Derouin et al., 1995).
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Uma importante questao inicial diz respeito a comprovagao da eficacia do tratamento da doenga humana causada
por 7 gondii. A analise do beneficio fica favoravelmente demonstrada quando se considera, por exemplo, o que sucede
na doenca oportunista reconhecida em pacientes imunocomprometidos (cancerosos, transplantados, doentes de Aids).
Neste sentido, as maiores séries atuais dizem respeito aos pacientes com Aids que adoecem com comprometimento
agudo do sistema nervoso central, praticamente sem sobrevida se ndo ha tratamento especifico. Observa-se, porém,
expressivo sucesso quando o tratamento ¢ adequada e oportunamente instituido (Heller, 2010a).

Aqui serdo analisados somente medicamentos que dispdem de dados relativos ao uso em humanos, em particular
os que tém aplicacao mais extensiva (Frenkel & Bermudez, 2010; Heller, 2010b; Levi & Mendonca, 2003; McLeod &
Remington, 2004; Montoya & Liesenfeld, 2004; Nee & Joiner, 2000), muito embora frequentemente ndo preencham
os modernos critérios da medicina baseada em evidéncias (estudos comparativos com placebo ou padrado-ouro,
randomicos e duplo-cegos). Tais medicamentos compdem os seguintes grupos:

« sulfamidicos: sulfadiazina; sulfametoxazol;
o diaminopiridinas: pirimetamina; trimetoprim;
e lincosaminas: clindamicina;

e macrolidios: espiramicina, azitromicina e claritromicina.

SULFADIAZINA

Um dos mais antigos sulfamidicos, a sulfadiazina, em uso combinado com a pirimetamina, proporciona agao
sinérgica, quando entdo representam o padrao-ouro do tratamento da toxoplasmose. Em principio, essa combinagao de
drogas serve de parametro para outras opg¢oes terapéuticas, em virtude da origem e da consisténcia dos conhecimentos
obtidos com seu emprego no tratamento da toxoplasmose, ainda que nao tenha sido submetida a um amplo estudo
controlado com placebo.

A sulfadiazina age no metabolismo dos folatos (inibi¢do da di-hidropteroato sintetase), antagonizando a formagao
do 4cido di-hidrofélico. Administrada por via oral, tem meia-vida de aproximadamente dez a 12 horas, o que pode
permitir a administracdo em duas tomadas didrias, muito embora a pratica ainda seja ministrar quatro tomadas a
cada seis horas. A comparagao dos dois regimes de administracao revela que o de duas tomadas produz concentragoes
plasmaéticas similares as que sao obtidas com o esquema de quatro tomadas (Jordan et a/., 2004).

Posologia para adultos: 4 g didrios, ou 1 g a cada seis horas, ou 2 g a cada 12 horas; ha citagdo de 500 mg-1.500 mg
administrados de duas a quatro vezes ao dia. Em pediatria, a dosagem recomendada € de 100 mg/kg/dia. Ha necessidade
de ser mantido um bom débito urindrio, como prevencdo da formagdo de cristaldria, sendo que a alcalinizagdo da
urina reduz a possibilidade deste evento adverso. Os principais efeitos colaterais incluem reagoes alérgicas como febre
e erupcao cutanea; além disso, manifestagoes gastrintestinais, nefrotoxicidade, toxicidade da medula dssea, hepatite
medicamentosa, anemia hemolitica.

PIRIMETAMINA

A pirimetamina tem atividade maior que os sulfamidicos e, assim, constitui medicamento preferencial no tratamento
da toxoplasmose humana, sobretudo nos casos de maior gravidade. Também age no metabolismo dos folatos, sequen-
cialmente a agdo dos sulfamidicos, pela inibicao da di-hidrofolato redutase, antagonizando assim a formacao do 4cido
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tetra-hidrof6lico (este, com o radical formil é conhecido como 4cido folinico). Administrada por via oral, a pirimetamina
tem rdpida absorcao e meia-vida de cerca de quatro dias (80-120 horas), alcancando o estado de equilibrio apds trés dias
de administragdo. Alcanga concentracdes no liquor correspondentes a 10%-20% das concentragdes plasmaticas.

Posologia para adultos: 25-50-75 mg/dia em uma sé tomada, com citacdo de uma dose de ataque inicial de 100-200
mg, especialmente nos doentes com maior gravidade. Em pediatria, 0-5-1,0 mg/kg/dia. A tradicao de administragao
didria da pirimetamina contrasta com o conhecimento posterior de sua farmacologia, com destaque para sua longa
meia-vida. Dado que sua frequente mielotoxicidade € dose dependente, e com o intuito de atenuar tal evento adverso,
recomenda-se que, apds os trés primeiros dias de tratamento, a administragdo passe a ser feita a cada dois a quatro
dias. Os principais efeitos colaterais incluem supressao da medula éssea, com plaquetopenia, leucopenia e anemia;
pela frequéncia com que ocorrem, hd indicacdo do uso concomitante de dcido folinico por via oral como prevengdo
(adultos: 10-25 mg/dia), e por via parenteral como terapia da mielotoxicidade. O acido folinico é antagonista da
acao inibitéria da pirimetamina em células de mamiferos, mas nao é metabolicamente aproveitado pelo protozoario.
Reacgoes alérgicas sdo menos frequentes em comparacao com os sulfamidicos.

COTRIMOXAZOL

O cotrimoxazol é uma combinacdo fixa do sulfamidico sulfametoxazol com a diaminopiridina trimetoprim.
Entra em consideracdo por causa da melhor tolerabilidade e facilidade de administracdo em comparacdo com a
dupla sulfadiazina e pirimetamina. Da mesma forma, sdo medicamentos inibidores do metabolismo de folatos, nos
mesmos dois passos sequenciais. Ha rapida e quase completa absor¢cao quando administrados por via oral, com boa
distribuicao tecidual, inclusive no sistema nervoso central. Ambos os medicamentos possibilitam administragoes por
via oral a cada 12 horas tendo em conta a meia-vida das duas drogas. De maneira vantajosa, podem ser administrados
por via intravenosa, particularmente no tratamento de doentes graves que nao podem receber substancias por via
oral. Uma questdo bésica inicial é considerar a conveniéncia da troca de uma dupla de drogas por outra, e se com
isso seria mantida a mesma eficdcia terapéutica. Uma resposta definitiva deveria estar apoiada em estudo randémico
comparativo em dois ramos. De todo modo, tem sido possivel estimar os efeitos do tratamento pela equivaléncia
de resultados, por exemplo, no tratamento da encefalite toxopldsmica em pacientes com Aids, que conta com uma
investigacdo controlada e randomizada (Torre ef a/., 1998) e, também, em casos de ativo comprometimento ocular
(Soheilian et al., 2005).

Posologia: 7-10 mg/kg/dia com base no trimetoprim, ou equivalentemente 35-50 mg/kg/dia em relagdo ao
sulfametoxazol, tanto por via oral como por via intravenosa. Para adultos, dispoe-se de apresentagao com 80 mg/400
mg, respectivamente, de trimetoprim e sulfametoxazol. Efeitos colaterais mais importantes incluem manifestagoes
gastrintestinais, alergia cutanea e mielotoxicidade. O 4cido folinico ndo precisa ser coadministrado preventivamente,
como rotina.

CLINDAMICINA

A clindamicina € um antibiético com documentada agao experimental contra 7 gondii e com relativa boa experiéncia
clinica em toxoplasmose humana. Nos casos mais graves, tem sido usada em combinac¢do com a pirimetamina, quando
entdo se admite uma eficacia comparavel a dupla sulfadiazina com pirimetamina. Como opgdo alternativa, ja possui
consideravel experiéncia no tratamento da toxoplasmose cerebral em pacientes com Aids. Possibilita administragao
por via oral e intravenosa, com distribuicao para todos os tecidos, mas com baixa concentragao liquérica.
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Posologia: 10-40 mg/kg/dia, tanto por via oral quanto por via intravenosa, habitualmente ndo ultrapassando 2.400
mg para o adulto, administrada em partes iguais a cada seis a oito horas. Os efeitos colaterais mais significativos
incluem manifestacdes gastrintestinais, com destaque para os quadros de colite por antibiético, que podem ser graves;
também podem ocorrer neutropenia, plaquetopenia e manifestagoes alérgicas cutdneas.

ESPIRAMICINA

Antibiético macrolidio disponivel para uso oral, a espiramicina apresenta grande afinidade tissular, e alcanca
concentragdes nos tecidos varias vezes superior aos niveis plasmadticos. Essa caracteristica farmacoldgica prové base
para sua utilizagdo em gravidas acometidas por infeccdo toxopldsmica aguda, e proporciona elevadas concentragoes
placentdrias. Pode, assim, atuar como uma barreira na prevencao da transmissao vertical de 7" gondii. Entretanto, sua
concentragao fetal é precdria, de tal sorte que nao propicia agdo efetiva, caso ja tenha ocorrido a infecgdo do concepto.

Posologia em adultos: 1 g por via oral a cada oito horas. Podem ocorrer manifestagoes de intolerancia digestiva.

AZITROMICINA E CLARITROMICINA

A azitromicina e a claritromicina dispéem de limitada experiéncia clinica, embora sejam empregadas até em casos
sérios como os de encefalite toxopldsmica, quando entdo tém sido usadas em combinagado com a pirimetamina. Atuam
na sintese proteica do apicoplasto de 7" gondii.

Posologia da azitromicina para adultos: 500 mg/dia, até 1.000 mg/dia em casos mais graves. Tem elevada
concentragao intracelular, podendo merecer administracdes didrias ou intervaladas a cada trés dias. Posologia da
claritromicina para adultos: 1 g a cada 12 horas. Manifesta¢des de intolerancia digestiva constituem o principal efeito
colateral na administracao oral destes antibidticos.

PRINCIPIOS GERAIS DA TERAPIA FARMACOLOGICA

Alguns principios gerais regulam a terapia farmacolégica com os medicamentos que estao dotados de acdo contra
0 parasita, tendo em conta as comunicagdes selecionadas em livros e artigos de revisao, endossados por autores com
experiéncia em toxoplasmose clinica (Frenkel & Bermudez, 2010; Gilbert & Williams, 2010; Heller, 2010a; Heller,
2010b; Levi & Mendonca, 2003; McLeod & Remington, 2004; Montoya & Liesenfeld, 2004; Montoya & Remington,
2008; Nee & Joiner, 2000; Petersen, 2007), além de representativos estudos controlados (Alavi & Alavi, 2010; Soheilian
et al., 2005; Torre et al., 1998). A primeira consideracao basica diz respeito ao tipo de paciente, se imunocompetentes
ou, ao contrdrio, imunocomprometidos. Adicionalmente, se tais medicamentos estdo sendo utilizados em cardter
terapéutico ou profilatico.

Individuos imunocompetentes (ver o capitulo 11) que adquirem infeccdo aguda por 7 gondii frequentemente
sdo assintomaticos ou oligossintomadticos, sendo o diagnéstico comumente despercebido. Quando adoecem, a forma
mais comum € a toxoplasmose linfonodal, caracteristicamente um quadro clinico sem maior gravidade e de resolucao
habitualmente espontanea. No entanto, ha casos de sintomatologia mais expressiva, seja pela intensidade e duragao
mais prolongada dos sintomas, seja pela participacao de certos 6rgaos (nos casos, por exemplo, de pneumonite e
miocardite). Nessas eventualidades, hd consenso de que o tratamento especifico deve ser realizado, com duragdo
habitual de trés a quatro semanas. As op¢des incluem o uso combinado de sulfadiazina com pirimetamina e também
o emprego do cotrimoxazol; menos habitual € o emprego da clindamicina, com ou sem pirimetamina.
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Uma situacdo que merece atencdo especial € a infecgdo primdria que acomete mulheres durante a gestacao (ver
o capitulo 10), quando a meta terapéutica for, mesmo em estado assintomdtico ou oligossintomatico — que € mais
comum —, a prevengao da transmissdo vertical de 7 gondii durante a fase de parasitemia e correspondente infecgdo
placentaria. A espiramicina tem merecido ampla preferéncia tanto na Europa quanto no Brasil; o uso da sulfadiazina
com pirimetamina parece defensdvel apés o primeiro trimestre gestacional, quando hd documentagdo ou forte
evidéncia de que tenha ocorrido transmissédo intrauterina, na hipétese de se realizar o tratamento fetal.

Outra situacao particular estd relacionada com a coriorretinite toxopldsmica (ver o capitulo 14), alvo de mdltiplas
investigacdes sobre a efetividade do tratamento especifico. Neste terreno, quase todos os medicamentos antes
mencionados tém merecido utilizagdo, sendo os mais considerados a sulfadiazina com pirimetamina, cotrimoxazol e
clindamicina com ou sem pirimetamina.

Quanto aos pacientes imunocomprometidos (ver o capitulo 12), ha na atualidade extensa fundamentacdo para
o beneficio inquestiondvel do tratamento especifico. Os pacientes com Aids, em especial, tém sido tratados com a
combinacao de sulfadiazina e pirimetamina e, alternativamente, com a dupla clindamicina e pirimetamina. Ha também
apoio para o emprego do cotrimoxazol. Para as outras alternativas hd bem menor experiéncia clinica.

A toxoplasmose congénita (ver os capitulos 10 e 13) pode ser entendida também como doenca de pacientes
relativamente imunocomprometidos e, tendo como preocupagdo potenciais e relevantes sequelas, os cuidados
devem concentrar-se no emprego da combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina, eventualmente intercaladas com
a espiramicina, por periodo prolongado, até que se estabeleca uma apropriada maturidade imunoldgica do lactente.

No que se refere a profilaxia da toxoplasmose (ver o capitulo 12), destaque-se que é a conduta rotineira nos
pacientes com Aids, considerado o emprego primdrio ou secundario, isto €, antes ou depois do aparecimento dos
sinais e sintomas da doenca. Enquanto persistir o risco de doenca, na maioria das vezes por reativagdo, cabe a
administracdo prolongada de medicamentos preventivos. O emprego do cotrimoxazol é imperativo na prevencao
de pneumocistose, que se manifesta com maior frequéncia do que a neurotoxoplasmose, assim que o mesmo
permanece como rotina de dupla finalidade. Na impossibilidade de empregar o cotrimoxazol, hd vérias alternativas
que entram em cogitacdo. Alguma consideragdo também tem sido dedicada a profilaxia em casos de coriorretinite
recorrente (ver o capitulo 14).

Finalmente, cabe considerar nesta revisao sumaria sobre os principios gerais do tratamento da toxoplasmose humana:
* hd evidéncias sélidas do beneficio do tratamento especifico, jd com a inclusdo de alguns poucos estudos
controlados;

e ainda assim, € possivel levantar questionamentos sobre a demonstracao cabal da efetividade do tratamento
em diversas situagoes;

e coincidem opinides de varios estudiosos da toxoplasmose humana no sentido de ainda serem necessarias
investigacoes estruturadas na moderna visao da medicina baseada em evidéncias.
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