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Resumo

A toxoplasmose é uma infecgdo que geralmente cursa de forma assintomatica. Existem duas
situagOes potencialmente severas da doenga: em pacientes imunocomprometidos e durante a
primo-infecgdo em gestantes. Trabalhou-se com Calomys callosus objetivando estabelecer o
perfil de transmissio vertical desta parasitose nesta espécie de roedor. Sacrificou-se doze fémeas
inoculadas com a cepa ME-49 em diferentes periodos pds-acasalamento. Placentas e embrides
foram coletados para analises morfolégica e imunohistoquimica. Amostras de soros foram
também analisadas pelo teste ELISA. A maioria dos animais foi soropositivo no ELISA, mas a
presenca de parasitos foi observada em placentas e embrides de fémeas com uma média de 25 e
50 dias de infecgdio, mas nio com cerca de 60 dias de infecgdo. Portanto, a toxoplasmose
congénita ndo ocorre com cerca de sessenta dias de infeccdo materna, demonstrando um periodo

de aquisigio de resisténcia a toxoplasmose congénita.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Calomys callosus e transmissdo congénita,
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I- INTRODUCAO
Interacio Parasito — Hospedeiro

Os seres vivos mantém uma grande inter-relagiio. Pode-se dizer que nenhum organismo
animal ou vegetal consegue sobreviver sem alguma relagio com o outro. Convém afirmar que
esta interdependéncia vigente na natureza ndo € estatica, ou seja, cada ser vivo esta em um
processo lento e continuo de adaptagio e, a este mecanismo, da-se o nome de Evolugdo. Com o
processo evolutivo, alguns organismos mantiveram associagdes que poderiam facilitar a
aquisigdo de alimentos ou protegdo. Estas associages abrangem, atualmente, desde a simbiose e
o mutualismo até o predatismo e o parasitismo. O parasitismo certamente ocorreu com um dos
organismos da associagdo se sentindo mais beneficiado que o outro, tanto no aspecto nutritivo
quanto no aspecto de protegdo. Com o decorrer do tempo, este beneficiamento foi se tornando
mais determinante até que adaptagdes morfologicas, biologicas e fisiologicas apareceram,
Portanto, o parasitismo foi altamente marcado pelas adaptagdes dos organismos envolvidos, o

que conceitua a coevolugio (NEVES et al., 2003).



Existe um grau de parasitismo que permite uma classificagio. Ha aqueles organismos cuja
sobrevivéncia ndo depende de outros, sdo os denominados nio parasitos, ha aqueles cuja
sobrevivéncia depende de alguns fatores ou substincias presentes em outros organismos €, por
fim, ha aqueles cuja dependéncia ¢ total, ndo sobrevivendo na auséncia de seus hospedeiros,
Dessa maneira, o parasitismo € “toda relagdo ecologica, desenvolvida entre individuos de
espécies diferentes, em que se observa, além da associagdo intima e duradoura, uma dependéncia
metabolica de grau vanavel” (REY, 2001).

Nesse contexto, o parasito € capaz de retirar do organismo parasitado 0s recursos
necessarios a sua sobrevivéncia. Ele pode ter uma agéo externa (ectoparasitismo), uma vez que
obtém o oxigénio diretamente do meio ambiente, como a Tunga penetrans, o corriqueiro bicho de
pé, que parasita a pele de suinos e humanos. E, também, pode ter uma agio interna,
endoparasitismo, no qual o parasito se aloja nos tecidos e cavidades naturais do organismo
hospedeiro (REY, 2001).

A distribui¢do geografica de parasitos varia de acordo com as condigdes ambientais como
temperatura, umidade e altitude, além do tamanho da populagio hospedeira disponivel e de seus
habitos. Assim, os parasitos vivem em todos os ambientes favoraveis a sua sobrevivéncia, de
acordo com a adaptagio de cada grupo. Mas nenhum grupo é tdo especializado quanto os
parasitos intracelulares obrigatorios. Muitos destes parasitos intracelulares sio protozoarios, que
conseguem atravessar as barreiras defensivas de seus hospedeiros, assegurando sua fonte de
nutricio. Dentre estes grupos de protozoarios, estio os parasitos pertencentes ao filo
Apicomplexa, gragas a presenga do complexo apical, que permite a entrada efetiva na célula

hospedeira (REY, 2001).



Toxoplasma gondii

A espécie Toxoplasma gondii foi descrita, no mesmo ano, em dois trabalhos diferentes.
Splendore (1908) a descreveu em coelhos, no Instituto Biologico de Sdo Paulo, e Nicolle e
Manceux (1908) no roedor africano Ctenodactylus gondii, no Instituto Pasteur de Tunis.

T. gondii é pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia, ordem
Eucoccidiida, subordem Eimeriina e familia Sarcocystidae. E um protozoario cosmopolita e
parasito intracelular obrigatorio, capaz de infectar um amplo espectro de hospedeiros,

Quanto a sua organizagdo e ultra-estrutura, T. gondii possui uma forma alongada com as
extremidades arqueadas, lembrando o formato de uma banana. Certas vezes, apresenta-se oval,
indicando o inicio de um processo de divisdo celular (REY, 2001). Ha presenca de um nucleo, de
organelas tipicas de células eucariontes e de pelicula externa que consiste de trés membranas: a
membrana plasmatica propriamente dita, que é continua por natureza, e mais duas membranas
justapostas interrompidas por fenestragdes, principalmente no pélo anterior do parasito.

A regido anterior do parasito é caracterizada pela presenga do complexo ou aparelho
apical e pelo conéide. O complexo apical constitui em uma prega localizada na membrana
plasmatica do parasito, delimitando uma depressio central. O conodide é uma estrutura em forma
de cone oco, formada por trés anéis de microtibulos. Destes trés anéis, dois estdo dispostos na
propria regido apical e o terceiro esta localizado mais posteriormente, sendo conhecido como anel
polar. Existem de seis a oito microtibulos que se cruzam obliquamente entre o anel apical
inferior e o anel polar. E, do anel polar, partem vinte e dois microtibulos que se dispdem
espiralmente sob o complexo da membrana interna até a regiio posterior do parasito (FERRO,
2000).

No interior do conoide, estio presentes as micronemas e roptrias. As micronemas sdo

organelas secretoras de moléculas adesivas. S3o pequenas e alongadas, que se orientam ao longo



do principal eixo do protozoario, na regido apical, logo abaixo do complexo da membrana interna
(CARRUTHERS, 2002). Uma variedade de proteinas tem sido relatada como aderentes a célula
do hospedetro, como a familia das trombospondinas, bem caracterizadas no género Plasmodium
(SIBLEY, 2004).

O conteudo protéico das micronemas € descarregado, primeiramente, durante o contato
inicial do pélo apical do parasito com a superficie da célula hospedeira. Apds a liberagio,
algumas proteinas permanecem associadas a superficie apical de 7. gondii, no intuito de se
ligarem aos receptores existentes na membrana celular do hospedeiro. As proteinas agem na
ligagdo e penetragdo celulares (CARRUTHERS, 2002).

Estudos recentes demonstram que a atividade secretora das micronemas depende da
concentragdo intracelular de calcio (CARRUTHERS; SIBLEY, 1999). O parasito é capaz de se
suprir de calcio para estimular a descarga das micronemas. Para isso, possui duas proteinas
quinases dependentes de calcio, TgCDPK1 e TgCDPK2, que regulam a sua motilidade e a sua
ligacio com as células hospedeiras. Assim, tais proteinas quinases de 7. gondii regulariam, de
forma direta ou indireta, a atividade secretora das micronemas (KIESCHNICK et al., 2001).

Ja foram descritas onze proteinas derivadas das micronemas e, pelo menos, mais nove
estio em processo de identificagdo. A proteina MIC-1 esta associada a MIC-4 € MIC-6, uma vez
que possuem propriedades de adesio. E interessante notar que MIC-1 é uma lectina especifica
para lactose, portanto, se liga aos receptores de lactose na membrana do hospedeiro. MIC-3 e
MIC-8 também formam um complexo aderente e, similarmente a MIC-1, MIC-3 é uma lectina
capaz de reconhecer as glicoproteinas de superficie do hospedeiro como receptores
(CARRUTHERS, 2002).

A molécula MIC-2, em 7. gondii, é expressa em todos os estagios invasivos do parasito.

Sua ligacio com moléculas de heparina e interagbes com as glicosaminoglicanas sdo de



importincia elevada para o reconhecimento da célula hospedeira pelo protozoario (SIBLEY,
2004).

No entanto, esta molécula MIC-2 esta associada a uma outra proteina acessoria, M2AP. O
complexo formado é liberado na superficie de 7. gondii, que se engaja nos receptores das células
hospedeiras. Apds a secregdo, este complexo é translocado para o pélo posterior do parasito, fato
que requer auxilio de seus microfilamentos de actina. E, em seguida, ocorre a liberagdo do
complexo pela célula por protedlise. Portanto, pode-se afirmar que MIC-2 / M2AP participa
diretamente da adesdo e invasio de T. gondii nas células do hospedeiro (CARRUTHERS, 2002;
SIBLEY, 2004).

As roptrias permanecem num niimero de oito a dez, constituindo-se por formagdes
membranosas em forma de clava, de extremidades dilatadas. Apresentam fungdes associadas com
a penetragdo do parasito na célula hospedeira, através da liberacio de enzimas proteoliticas como
a ROP-1 ou PEF (fator de incremento de penetragio), de 70 kDa (FERRO, 2000; LYCKE et al.,
1975). As roptrias também liberam seu contetdo no interior do citoplasma da célula hospedeira,
cujas proteinas agem na biogénese e na associa¢do do vacuolo parasitéforo, mimetizando uma
possivel organela do hospedeiro (CARRUTHERS, 2002).

Além das roptrias e micronemas, chama a aten¢dio, no citoplasma destes parasitos,
estruturas envoltas por membrana e de conteido elétron-denso. Tais estruturas denominam-se
granulos densos e contém uma familia de glicoproteinas de diferentes pesos moleculares. Uma
das fungbes destes granulos densos € a liberagdo destas glicoproteinas no vactiolo parasitoforo,
permitindo, além da obtengio de nutrientes do hospedeiro, uma manutengio do parasito no
mesmo (CARRUTHERS, 2002).

O mecanismo de invasio de Toxoplasma ¢ bastante diferente do processo de entrada de

outros microorganismos intracelulares, como virus e algumas bactérias, que requerem a



participagio da célula hospedeira para que ocorra a entrada. 7. gondii penetra ativamente na
célula através de um processo dependente de sua actina e miosina, além do conteido protéico
liberado pelas roptrias e micronemas (CARRUTHERS, 2002).

A invasdo celular de Toxoplasma parece ser um processo rapido, levando cerca de 15 a 20
segundos, e inclui as seguintes etapas: reconhecimento, adesio, penetragio e mecanismo de
defesa. As fases de reconhecimento e adesdo i célula hospedeira envolvem receptores para
fibronectina e laminina em ambas as células, além da atividade oriunda das moléculas adesivas
das micronemas. Em seguida, ocorre a penetragio propriamente dita do parasito na célula
hospedeira, com o auxilio das enzimas proteoliticas oriundas das roptrias e micronemas,
contando ainda com movimentos de rotagdo, extrusio e retragio do complexo apical. O
mecanismo de defesa refere-se a agdo dos granulos densos, cujas glicoproteinas impedem a fusdo
de lisossomos no vacuolo parasitoforo, garantindo a permanéncia do parasito no organismo

hospedeiro (CARRUTHERS, 2002; FERRO, 2000).

Ciclo Biolégico
T. gondii possui trés formas evolutivas conhecidas: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas.
Os taquizoitas representam a multiplicacdo rapida do parasito na célula hospedeira, com a
formacédo de pseudocistos, que sio os vacuolos parasitoforos. Eles medem de 2 a 4um de largura
e de 4 a 8um de comprimento e a sua replicagdo pode conduzir 4 morte celular e posterior
invasio de células adjacentes (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004). Ultra-estruturalmente
apresentam um niicleo central, uma pelicula externa, anéis apicais, roptrias, micronemas,

condide, mitocondrias, reticulo endoplasmatico granular e agranular, granulos densos, complexo



de Golgi, ribossomos e granulos de amilopectina, mas estes Gltimos nio estio necessariamente
presentes.

Os bradizoitas representam a multiplicacdo lenta do parasito na célula hospedeira,
culminando com a formagio de verdadeiros cistos teciduais. Um cisto tecidual pode abngar de
centenas a milhares de bradizoitas e pode estar presente em qualquer tecido do hospedeiro.
Porém, é mais freqilente nos musculos esquelético e cardiaco, tecido nervoso e regido ocular
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Morfologicamente, poucas sdo as diferencas entre
bradizoitas e taquizoitas. Ao contrario dos taquizoitas, os bradizoitas tém um nucleo situado mais
posteriormente, numerosos grinulos contendo amilopectina e sio mais resistentes a enzimas
proteoliticas (JACOBS et al., 1960).

No interior dos cistos, os bradizoitas dividem-se lentamente por endodiogenia, uma
especializada forma de divisdo na qual duas células-filhas formam-se no interior da célula mée,
mantendo-se, por algum tempo, unidas pela extremidade posterior (FERRO, 2000; REY, 2001).

J4 os esporozoitas, que possuem um maior nimero de micronemas, roptrias e granulos de
amilopectina que os taquizoitas, estdo contidos no interior de oocistos, que sdo liberados
juntamente com as fezes de felinos.

Apenas os géneros Felix e Lynx sio os hospedeiros definitivos de 7. gondii, ou seja,
desenvolvem o ciclo sexuado no epitélio intestinal, liberando oocistos no meio ambiente. Esta
liberagdo de oocistos pode durar, geralmente, cerca de um més apos a infecgiio, porém é possivel
detectar oocistos nas fezes de gatos até um ano pos-infecgio (REY, 2001). Quanto aos
hospedeiros intermediarios, o protozoario pode infectar as células de mamiferos e aves, exceto
hemaceas, por serem anucleadas, ja que estes animais desenvolvem apenas um ciclo tissular

assexuado.



O ciclo de vida de T. gondii pode ser assim resumido: apés a ingestdo de cistos teciduais
por gatos, a parede do cisto é rompida por enzimas proteoliticas gastricas e bradizoitas sdo
liberados, penetrando nas mucosas do estdmago e/ou do intestino delgado. No epitélio intestinal,
o parasito se multiplica por esquizogonia, divisdo nuclear sem a concomitante divisdo
citoplasmatica, formando os esquizontes. Os niicleos formados migram para a regido cortical do
esquizonte e a membrana plasmatica vai, aos poucos, individualizando-os. Este processo da
origem aos merozoitas que, por sua vez, iniciam a formagio dos gametas. Ocorrida a fertilizagdo
no epitélio intestinal, uma parede de cinco camadas é formada ao redor do zigoto, originando os
oocistos. Eles caem na luz intestinal e s3o liberados para 0 meio ambiente juntamente com as
fezes, medindo cerca de 10 a 12um. O amadurecimento destas estruturas da-se através da
esporulagdo, mecanismo que ocorre de 1 a 5 dias pos-eliminagio (DUBEY et al., 1998).

A esporulagio segue da seguinte forma: o nicleo do oocisto divide-se duas vezes
formando quatro nicleos, que migram para a regido cortical; ocorre uma divisdo citoplasmatica
separando cada dois nicleos e formando dois esporoblastos; o alongamento destes esporoblastos
bem como o espessamento da parede que os separam formam dois esporocistos; em seguida
ocorre divisdo dos niucleos formando quatro esporozoarios dentro de cada esporocisto (DUBEY
etal., 1998).

Quanto ao processo de infec¢io, 0 homem pode adquirir a toxoplasmose de seis maneiras:
(1) através da ingestdo de cistos presentes em came crua ou mal cozida; (2) por ingestio de
oocistos em frutas, verduras ou aguas contaminadas por fezes de gatos ou pela sua movimentagio
através de vetores mecdnicos (moscas, baratas, ratos); (3) transmissdo transplacentaria;, (4)
contato com taquizoitas presentes na saliva, leite e esperma; (5) através de 6rgdos transplantados;

(6) por acidentes laboratoniais (FERRO, 2000).



O leite e seus derivados podem ser uma importante fonte de infecgio humana, uma vez
que cistos resistem no leite apds este ser refrigerado a 4°C, durante vinte dias. Além disso, os

cistos também resistem ao processo de fabricagio do queijo, permanecendo infectantes apds um

periodo de dez dias de conservagio, nas mesmas condigdes do leite (HIRAMOTO et al., 2001).

Cepas de T. gondii

Ja foram descritas trés linhagens de 7. gondii, tipos I, II e III, dentre as quais se
distribuem diferentes cepas do parasito, que se diferem principalmente quanto ao nivel de
viruléncia e quanto ao padrio epidemiologico de ocorréncia no hospedeiro (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

No entanto, estudos relatam um aumento no nimero de exemplares de cepas, que foram
divididas em duas classes gerais: cepas cujo gendtipo é claramente semelhante aos trés tipos
dominantes (I, IT e III); e cepas ditas “exdticas”, as quais seus genotipos diferem das trés
linhagens clonais existentes (BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

As cepas do tipo I causam uma rapida mortalidade, como as cepas RH, CAST e VEL e a
animal C56. Em contrapartida, as cepas do tipo Il podem ocasionar mortalidade, a qual depende
da carga parasitaria presente no hospedeiro e da resposta imunolégica do mesmo. No entanto, a
cepa tipo II ME-49 causa encefalite toxoplasmica severa em camundongos CBA/Ca (ARAUJO;
SLIFER, 2003). As cepas do tipo III sdo relativamente brandas, nio sendo altamente virulenta

nos camundongos.
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A Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoario coccideo Toxoplasma gondii. E
uma doenga que causa problemas para a salide piblica, pois desenvolve um quadro preocupante
em pacientes imunodeprimidos e em criangas infectadas congenitamente. Excluindo tais
ocasibes, a doenga geralmente cursa de forma assintomatica ou benigna.

O curso da doenga se da em dois estagios: fase aguda e fase cronica. Na fase aguda, ha o
predominio de taquizoitas, que se multiplicam rapidamente e invadem novas células. Algumas
manifestagGes clinicas podem ocorrer como febre, dor de garganta e linfadenopatia. Ja na fase
cronica, ha o predominio de cistos teciduais contendo bradizoitas no seu interior, € uma resposta
imunologica do hospedeiro contra o parasito torna-se mais eficaz, pois conta com a imunidade
adaptativa,

o A Doen¢a em Pacientes Imunocomprometidos

Este grupo € constituido por HIV positivos, pacientes em tratamento quimioterapico,
individuos transplantados ou individuos com doengas auto-imunes. Nestas pessoas, a
manifestagiio da doenga quase sempre ocorre como resultado da reativagdo de cistos pré-
existentes. Neste contexto, os bradizoitas voltam ao estagio de taquizoitas, multiplicando-se
ligeiramente, podendo levar o paciente a dbito.

Estudos revelam que cepas do tipo II estio mais associadas a doenca humana,
especialmente nos pacientes imunodeprimidos HIV positivos. Uma analise feita na Franga
indicou que, 34 dos 45 pacientes aidéticos com toxoplasmose, possuem alguma cepa do tipo II, e
o restante contém cepas dos tipos I e Ill (BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

O sistema nervoso central € o local preferencialmente afetado pela infecgdo. O

envolvimento do tecido nervoso é detectado em 60 a 90% das autdpsias de pacientes HIV
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positivos no Brasil. A lesdo clinica mais usual, que era raramente vista antes da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), é a encefalite toxoplasmica (PASSOS et al, 2000). As
manifestagdes clinicas incluem mudangas no status mental, deficiéncias motoras focais,
distarbios nos nervos cranianos, anormalidades sensoriais, sinais cerebelares e retardamento
mental. Manifestagdes na meninge sdo raras. A pneumonite é observada, freqiientemente, em
pacientes transplantados, porém, também se faz presente em individuos HIV positivos
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Apesar disso, ha relatos de toxoplasmose pulmonar e cerebral severas em pacientes
imunocompetentes, causando insuficiéncia respiratéria aguda e lesdes neurais, mesmo nio se

detectando fatores imunodepressores nestes individuos (CAL et al., 2003; SILVA et al,, 2001).

¢ Toxoplasmose Congénita

A forma congénita da toxoplasmose representa a passagem transplacentaria do parasito
durante a gestagdo. No entanto, a transmissio congénita da doenga nio é obrigatoria, equivalendo
cerca de 20 a 50% dos casos de infecgdo aguda primo-materna humana (JONES et al., 2001). A
transmissio materno-fetal também se faz presente nos outros mamiferos, até mesmo em renas,
que vivem em locais de clima frio desfavoraveis a sobrevivéncia de T. gondii (DUBEY et al,,
2002).

Como ja mencionado, a toxoplasmose em individuos imunocompetentes é geralmente
assintomatica ou branda, podendo causar febre, linfadenopatia e fadiga, dentre outras
manifestagdes. Tais sintomas permanecem por algumas semanas ou meses, desaparecendo
posteriormente, sem a necessidade de um tratamento especifico. Porém, individuos infectados
congenitamente tornaram-se um problema sério de satide publica. Nos Estados Unidos, cerca de

sete bilhdes sdo gastos por ano no tratamento da toxoplasmose congénita (JONES et al., 2001).
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Algumas alteragGes e sinais fetais caracterizam uma infecgdo congénita, como dilatagio
ventricular, hepatomegalia, microcefalia, hidrocefalia, calcificagfio intracranial, coriorretinite,
estrabismo, cegueira, epilepsia, retardamento mental causado por encefalite e anemia. Neste
contexto, a classica triade, composta por hidrocefalia, calcificagiio intracranial e coriorretinite, é
bastante usada no diagnéstico de doenga fetal. No entanto, tais sinais descritos podem também
ser conseqiiéncia de infecgSes congénitas causadas por outros patégenos como o citomegalovirus,
virus do herpes, rubéola e sifilis (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Apesar disso, Neto e
colaboradores (1982) consideram a Tétrade de Sabin lema orientador bastante relevante no
diagndstico da toxoplasmose, sendo composta, além das trés manifestagdes acima descritas, pelo
retardamento mental. No entanto, o feto pode apenas desenvolver um quadro sub-agudo a
crénico, podendo facilmente ser tratado, sem deixar alteragdes congénitas.

O taquizoita de Toxoplasma é a forma responsavel pela passagem transplacentaria e, na
espécie humana, a transmissdo congénita se d4 na fase aguda da doenca. As cepas dos tipos I e II
sdo as mais relatadas em se tratando de doenga congénita (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Mulheres infectadas antes da concepgiio geralmente ndio transmitem o parasito para a sua
prole, porém, quando infectadas durante a gestagdo, podem fazé-lo. O risco de transmissdo
congénita € menor se a infecgdo materna ocorrer no primeiro trimestre de gestagiio, no entanto, o
comprometimento fetal € mais severo, podendo chegar ao aborto. Em contrapartida, o risco de
transmissio congénita se torna maior quando a infec¢io materna se da no terceiro trimestre de
gestagdo, mas o comprometimento fetal ¢ menor nesse caso (JONES et al., 2001; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Mulheres gestantes com uma infecgio reativada, devido a algum fator
imunodepressor, também podem transmitir a toxoplasmose.

No entanto, Chemla e colaboradores (2002) relataram dois casos ndo usuais de doenga

congénita. Um deles ocorrendo com uma infecgio matermna pré-concepgdo, isto é, houve a
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transmissdo materno-fetal de T. gondii mesmo apés a infecgdo matemna ter ocorrido em curtos
periodos que antecederam a concepgiio. E, o outro caso ocorreu apés uma infecgdo materna no
fim da gestagfo, sem uma soroconversio maternal detectivel. Embora uma infeccio materna
antes da concepg¢io normalmente exclua o risco de infeccio fetal, pode ocorrer transmissdo
congénita quando a soroconversio materna ocorre em poucas semanas que antecedem a
concepe¢ao.

Dessa forma, o risco de toxoplasmose congénita pode ser realmente confirmado quando o
diagnéstico da soroconversio materna e do periodo exato de gestagio no qual ocorreu a infecgio
sdo confirmados, e isto é extremamente importante para conduzir a uma terapéutica eficiente.
Assim, sugere-se um monitoramento sorolégico materno antes da concepcdo e um més apos o
parto em todas as mulheres que permaneceram negativas para a toxoplasmose durante todo o
periodo gestacional (CHELMA et al., 2002).

* Toxoplasmose Ocular

A doenga ocular, como uma conseqiiéncia da forma congénita ou da forma adquirida,
também ¢é bastante comum, se manifestando por uma severa lesdo na retina com uma intensa
reagdo inflamatoria local. A este processo da-se o nome de coriorretinite ou retinocoroidite e ha a
formagdo de uma visivel mancha branca (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). As cepas mais
virulentas nos humanos relacionadas a doenca ocular sdo as do tipo I (BOOTHROYD: GRIGG,
2002), embora casos de toxoplasmose ocular severa tém sido descritos com cepas exoticas, mais
raras, do tipo IV,

Quando a toxoplasmose ocular congénita estd presente na infincia, a infeccio pode

interferir no desenvolvimento normal do olho. E, a sua manifestacio em adultos, pode ser
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conseqiiéncia de uma reativagio da infecgio congénita, podendo estar se manifestando na
segunda ou terceira década de vida (BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

Pereira e colaboradores (1999), ao analisarem a toxoplasmose ocular em Calomys
callosus, um roedor bastante encontrado no cerrado brasileiro, verificaram a presenca de cistos e
taquizoitas de 7. gondii e a presenca de células inflamatérias na retina e demais tecidos proximos.
Houve 40% de lesdo ocular nos fetos infectados, sendo que 16% tinham a retina comprometida e
4% deles tiveram seus nervos Opticos e lentes afetadas. Assim, pode-se afirmar que C. callosus é
um bom modelo de estudo para a toxoplasmose ocular congénita,

¢ Prevencido

No intuito de prevenir a toxoplasmose em mulheres gestantes para evitar a forma
congeénita, varias recomendagdes sdo validas. Alimentos, como cames, frutas e verduras, devem
ser bem cozidos e lavados, uma vez que estes podem estar infectados por cistos teciduais, no caso
da came, ou contaminados por oocistos veiculados por vetores mecanicos, no caso das frutas,
verduras ou até a agua. Luvas devem ser usadas caso haja a necessidade de manusear jardins,
hortas ou areia, locais propicios a presenca de gatos.

O risco de se adquirir o protozoario ndo ¢, meramente, devido ao gato, mas a possivel
exposigdo as suas fezes, que podem conter oocistos. Gatos domeésticos, que ndo cacam ou que
ndo se alimentam de came crua ou mal cozida, nio sio fontes de risco para a disseminagio da
toxoplasmose. Ndo ha nenhum relato de material fecal encontrado na pele de gatos gracas aos
seus habitos, uma vez que enterram as suas fezes no solo, ndo entrando em contato com as
mesmas. Dessa forma, o risco de se adquirir o parasito, pelo contato com a pele de gatos, é quase

inexistente (JONES et al., 2001).
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Os felinos podem ndo desenvolver anticorpos contra 7. gondii durante o periodo em que
estio liberando oocistos. Sendo assim, um gato, cujo teste sorologico resulte positivo,
provavelmente, ja liberou seus oocistos anteriormente e, portanto, exibe um menor risco de
transmissdo que um gato cuja sorologia seja negativa. No entanto, existem relatos de liberacfio de
oocistos ap6s um ano de infecgio por 7. gondii (JONES etal., 2001; REY, 2001).

o A Terapéutica

Os individuos imunocompetentes ndo recebem um tratamento especifico, principalmente
em pacientes assintomaticos, a nio ser que os sintomas sejam severos ou persistentes,

A terapéutica classica contra a toxoplasmose ¢ a combinacio de sulfadiazina e
pirimetamina. No entanto, estas drogas ndo atuam contra a forma encistada do parasito, sendo
prescritas em situagdes especificas (BRAZ et al., 1999). A associagdo com acido folinico também
€ comum no tratamento da doenca aguda, j4 que a pirimetamina destréi o icido folico tanto
produzido pelo parasito quanto pelo hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Estudos utilizando camundongos BALB/c infectados com a cepa RH de 7. gondii
verificaram uma eficiéncia significativa no tratamento da toxoplasmose, a medida em que houve
a associagdo dos farmacos azitromicina e pirimetamina. O tratamento da toxoplasmose de
pacientes HIV positivos indicou agdo inicial favoravel, porém houve altos indices de recaidas
(BRAZ et al., 1999).

A espiramicina é indicada para gestantes com confirmada infecgdo aguda por 7. gondii.
Caso a infecgio fetal seja confirmada, pirimetamina e sulfadiazina sio acrescentadas, uma vez
que a espiramicina ndo atravessa a barreira placentiria, fato que diminui significativamente as

sequelas do recém-nascido (JONES et al., 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).
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A pirimetamina e a sulfadiazina atuam contra o parasito com uma eficiéncia oito vezes
maior do que se fossem administradas isoladamente. A superdosagem de pirimetamina em
eriangas pode resultar em vomitos, tremores, convulsdes e depressio da medula Ossea, uma vez
que a pirimetamina inibe a dihidrofolato redutase, importante na sintese do acido folico (DINIZ;
VAZ, 2003).

Portanto, a combinagio terapéutica recomendada para a toxoplasmose congénita no
recém-nascido é o uso de pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico. Corticosterdides tém sido
recomendados em casos de acometimento do sistema nervoso central e cortorretinite (DINIZ;

VAZ, 2003).

A Resposta Imunolégica dos Hospedeiros

Como Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério, a imunidade mediada por
células é considerada a mais relevante no mecanismo de regulagdo da infecgdo. Deste contexto,
fazem parte os linfocitos T, as células apresentadoras de antigenos (APC) como os macrofagos e
as células “Natural Killer” (NK).

Os macrofagos, quando ativados, produzem 6xido nitrico (NO) e intermediarios reativos
de oxigénio (ROI), lhes permitindo uma agiio toxica contra o parasito, além de apenas apresenta-~
lo aos linfécitos.

Os linfécitos TCD4™ pertencem a uma populagio de células T “helper”, as quais na
presenca de alérgenos ou antigenos de helmintos, diferenciam-se na subpopulagdo de células T
“helper” 2 (Th2), enquanto que, na presenga de microorganismos intracelulares, tais células
diferenciam-se na subpopulagdo Thl. Portanto, 7. gondii estimula uma resposta imune do tipo

Thl, com um perfil de citocinas Th1, como a interleucina-2 (IL-2) e interferon-y (IFN-y).
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O papel das citocinas secretadas pelas células do sistema imune, quando ocorre a infecgio
por 7. gondii, tem sido largamente estudado nos ultimos anos. A IL-12 ¢ uma citocina que tem
merecido especial interesse, uma vez que o parasito é um potente estimulador da liberagio de IL-
12 por macrofagos (GAZZINELLI et al., 1994).

Macréfagos, na presenca de 7. gondii, produzem IL-12, que estimula as células NK e as
células TCD4" que, por sua vez, diferenciam-se na subpopulacio Thl, produtora de IL-2 e IFN-y.
Este efeito € muito importante na sobrevivéncia do hospedeiro. A produgio de IFN-y por células
NK também é aumentada por IL-12, sendo também essencial para a diferenciagdo de linfocitos
Thl (KENNEDY et al., 1994). A IL-2 ¢ a citocina que promove a proliferagdo e expansio clonal
dos linfocitos no local da infecgdo, enquanto que IFN-y é a mais potente citocina ativadora de
macrofagos.

Como mencionado, a resposta imune ao parasito é principalmente fornecida pelas
citocinas do perfil Thl. Todavia, as citocinas dos linfocitos Th2, como IL-4 e IL-10, estio
associadas com o aumento da susceptibilidade a infeccio,

A susceptibilidade de gestantes a toxoplasmose pode ser devido as citocinas do perfil Th2,
que sdo superexpressadas durante a gestagdo. Em murinos, tais citocinas estdo associadas ao
sucesso da implantagio embrionaria e 3 supressdo de respostas inflamatérias locais. J4 as
citocinas do perfil Thi, pelo contrario, apresentam baixa expressdo. Esse padrio tipico de
citocinas causa a susceptibilidade a toxoplasmose, consequientemente, a infecgio placentaria e
fetal (ABOU-BACAR et al, 2004).

Abou-Bacar e colaboradores (2004), utilizando camundongos depletados de células T e B,
estudaram o papel da célula NK na infecgio por Toxoplasma. Nestes camundongos verificou-se

um aumento do nimero de células NK, que compensou a auséncia dos linfocitos, protegendo os



18

fetos contra o parasito. Dessa maneira, as células NK tiveram o papel principal no controle da
passagem transplacentaria de 7. gondii. Esse sucesso esteve associado com a producdo de IFN-y
por essas células, que € a citocina mais potente contra a toxoplasmose aguda. Baseando-se nestas
informagdes, pode-se dizer que as células NK e o IFN-y sdo extremamente importantes para
reduzir a infecgdo congénita e materna.

Os linfécitos TCD4" possuem receptores para a IL-2, Ja que esta citocina promove a sua
proliferacdo. A cadeia o deste receptor denomina-se CD25 e tem sido alvo de algumas pesquisas.
Analisando 592 pacientes com toxoplasmose adquirida e congénita, observou-se que a expressdo
de CD25 ¢ maior naqueles individuos infectados pelo parasito, demonstrando uma possivel forma
de avaliar a imunidade celular especifica através da citometria de fluxo (FATOOHI et al., 2003).

Os linfocitos TCDS" também exercem um papel importante na protegio contra o parasito.
S&o chamadas células T citotdxicas (CTL), uma vez que possuem granulos citotoxicos, que sdo
liberados na célula alvo, causando a sua lise. Entre estas toxinas estdo a perforina e a granzima-f3,
que causam apoptose. Causando a lise da célula infectada, os taquizoitas ficam livres para serem
destruidos por macréfagos ativados por IFN-y (FERRO, 2000).

Linfocitos TCD8" também tém uma atividade relacionada & produgio de IFN-y,
contribuindo, assim como os linfécitos TCD4", para o controle das infecgdes aguda e cronica.
Portanto, linfocitos TCD8" atuam contra a infecgio por 7. gondii a medida em que produzem
IFN-y e ao liberarem seus granulos citotoxicos, que causam lise celular (FERRO, 2000).

Os mastdcitos também apresentam um importante papel no que diz respeito a protegio
contra 7. gondii. Estes liberam histamina, proteases, 4dcido aracdénico e vanas citocinas como IL-

1,-3,-4,-5,-6, -8, -10, -13, -16 e TNF-o. Estas sdo sintetizadas, ou algumas j4 estdo estocadas,
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para serem liberadas imediatamente ou secretadas pelos mastocitos cerca de uma hora apos o
contato com o antigeno (FERREIRA et al., 2004).

No intuito de entender melhor a interagio existente entre mastocitos e parasitos de 7.
gondit, estudos foram realizados utilizando o modelo experimental Calomys callosus. A infeccdo
dos mastécitos mostrou alteragbes morfologicas no seu contorno e espessura, além de exibirem
um baixo nimero de granulos citoplasmaticos, sinalizando uma alta taxa de desgranulagio dessas
células. Vacilolos parasitoforos no interior dos mastocitos foram observados e, mesmo em células
ndo infectadas, seus granulos estavam em baixo nimero. Esse quadro se deve a presenca de
antigenos secretados por 7. gondii, que sdo potentes indutores da desgranulagio de mastdcitos na
resposta inflamatoria aguda (FERREIRA et al., 2004),

A imunidade induzida pela infecgiio adquirida antes da concep¢do mmpede o parasito de
atravessar a placenta, protegendo o feto. Dessa maneira, torna-se possivel bloquear a doenga fetal
através de uma vacinagio materna antes da gestacio.

Estudos realizados com camundongos BALB/c e CBA/J, utilizando a proteina de 30 kDa,
SAG-1, de 7. gondii, foram bastante promissores. A proteina SAG-1 é o principal antigeno de
superficie de 7. gondii, sendo conservada em todas as cepas, além de induzir a produgdo de um
alto nivel de anticorpos no homem. Essa proteina foi usada na vacinagio desses camundongos
que, apos a ultima imunizago, foram colocados para acasalar e assim analisar fetos e placentas
(LETSCHER-BRU et al., 2003).

A vacinago com a proteina SAG-1 sem adjuvantes reduziu a transmissio materno-fetal
do parasito em mais de 50% durante a infecgdo primo-materna em camundongos BALB/c, que
apresentaram altos niveis de IFN-y. Em contraste, a passagem do parasito através da placenta foi

aumentada em 50% nos camundongos CBA/J. Esse aumento da transmissdo congénita em
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camundongos CBA/J vacinados foi associado ao aumento de IL-4 no soro destes animais, uma
vez que esta interleucina induz a uma resposta imune do tipo Th2 e ndo Thl, responsavel pela

resisténcia do hospedeiro (LETSCHER-BRU et al., 2003).

Diagnéstico

Anticorpos IgM e IgG sdo fundamentais no diagnostico da toxoplasmose. Em humanos
infectados por 7. gondii, anticorpos IgM podem ser detectados sete dias apos a infecgdo,
alcangando um titulo maximo em poucas semanas e declinando gradualmente. Anticorpos IgG
surgem em algumas semanas apds a infecgdo e alcancam um titulo maximo em seis semanas. No
entanto, seu titulo declina gradualmente em alguns meses a anos, permanecendo baixo por toda a
vida (FERRO, 2000).

Dessa forma, anticorpos IgM séo tipicos de casos de toxoplasmose aguda, enquanto que
anticorpos IgG diagnosticam a forma cronica da parasitose.

A afinidade que determinado anticorpo possui em relagio ao seu antigeno especifico
denomina-se avidez. Assim, a avidez de anticorpos corresponde & forca com que eles se ligam
aos seus antigenos especificos (ROITT et al., 2003). Portanto, anticorpos IgG estiio presentes em
infecgdes recentes, porém mostram baixa avidez. E, com a maturagao da resposta imune, estes
anticorpos vio adquirindo avidez crescente de modo que, em infecgdes tardias, encontra-se um
predominio de anticorpos IgG de alta avidez.

Como ja mencionado, o diagndstico da toxoplasmose é usualmente baseado na sorologia
para detectar-se anticorpos IgM e IgG. No entanto, alguns estudos tém mostrado que a IgM,
considerada predominante na fase aguda, pode ser detectada meses ou até anos ap0s a fase aguda
da doenga (TAKAHASHI; ROSSI, 1997). E, no intuito de aprimorar o diagnostico seguro da

toxoplasmose, aponta-se a importancia de anticorpos IgA na detecgdo da fase aguda.
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Niveis significativos de anticorpos IgA podem ser detectados por um periodo mais curto,
delimitando de forma mais precisa a forma aguda da infeccio. O “kit” das tecnicas
imunoenzimaticas de captura (ELISAc) demonstra que niveis maiores que 40 unidades arbitrarias
por ml (40UA/ml) para IgA correspondeu a toxoplasmose aguda. Porém, niveis menores que
40UA/ml ndo excluem a possibilidade de fase aguda, uma vez que tais niveis podem ser
alcangados em um curto periodo de tempo (TAKAHASHI; ROSSI, 1997).

Portanto, pesquisas utilizando parimetros de IgA e IgM permitiriam um diagnéstico mais
preciso da toxoplasmose aguda. Além disso, Montoya e Liesenfeld (2004) apontam a importincia
da IgE no diagnostico associado s outras classes de imunoglobulinas, além da presenga de
anticorpos produzidos no olho, que podem sinalizar para a toxoplasmose ocular.

Em certos casos, como na soroconversio durante a gestagio, apenas niveis de IgG
fornecem o diagnéstico da infecgio. A taxa de anticorpos pode aumentar apenas no terceiro ou
sexto més, atrasando o inicio do tratamento, apesar de ser a soroconversdo a informagdo mais
segura quanto ao risco de toxoplasmose adquirida ou congénita (MOMBRO et al., 2003),
embora, na maioria das vezes, a reposta contra os cistos teciduais ocorra precocemente durante a
infecgio aguda e a reatividade dos anticorpos contra os antigenos especificos seja potente

(VILLAVEDRA et al., 1998).

O Modelo Experimental Calomys callosus

Calomys callosus é um roedor, da familia Cricetidae, de ampla distribui¢do no Brasil
Central. Apresenta importincia do ponto de vista de saude publica por ser reservatorio natural de
Trypanosoma cruzi e transmissor da Febre Hemorragica Argentina. S30 animais susceptiveis a

doengas infecciosas e parasitarias como esquistossomose, leishmaniose e toxoplasmose (FERRO,

2000).
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A toxoplasmose congénita tem sido descrita em varios modelos experimentais. Ratos e
camundongos sio freqientemente utilizados no estudo de vanas doengas, incluindo a
toxoplasmose. No entanto, é muito dificil induzir uma transmissdo congénita em ratos; €
camundongos transmitem a doenga tanto na fase aguda quanto na fase cronica, diferentemente de
humanos, nos quais a transmissdo congénita da parasitose se da apenas na fase aguda (FERRO et
al., 2002).

Ferro e colaboradores (2002) demonstraram que Calomys callosus, infectados com a cepa
ME-49 de T. gondii, transmitem o parasito para a prole apenas na fase aguda da doenga,
semelhante 4 espécie humana, tornando-se um excelente modelo experimental de estudo desta
parasitose.

Outros estudos, utilizando também como modelo experimental o roedor cricetideo
Calomys callosus, demonstraram seu comportamento perante a infecgdo por T. gondii. A
presenga de parasitos foi detectada em todas as células de seus orgdos, sendo o figado o orgdo
mais afetado, seguido pelo bago, pulmio, encéfalo, intestino e rins (FAVORETO-JUNIOR et al,,
1998).

e A Placenta e a Transmissdo Congénita de T. gondii em C. callosus

A placenta é o Orgo transitorio que realiza as trocas fisiologicas, através do sangue, entre
mée e feto. Entre as principais substincias que conseguem atravessar a barreira placentaria, como
o oxigénio, gas carbdnico, anticorpos maternos e nutrientes, alguns patogenos também o fazem
como o virus da rubéola, bactérias e protozoarios como T. gondii.

A placenta de C. calllosus apresenta-se constituida por trés regides distintas: camada
decidual, zona juncional e zona do labirinto. As duas primeiras regides sdo de origem materna,

contendo, conseqiientemente, apenas sangue materno. A camada decidual constitui-se por células
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deciduais. A zona juncional é composta por células granulosas metriais, que envolvem os vasos
sanguineos maternos, além dos espongiotrofoblastos e células trofoblasticas gigantes. O labirinto
é a regido de trocas propriamente dita, ja que se observa sangue materno extravasado e sangue
fetal contido no interior de vasos sanguineos, além das células do labirinto (FERRO, 2000).

As células trofoblasticas pertencem a uma populagio de células embrionarias, que estdo
diretamente envolvidas no processo da implantagio embrionaria. Em roedores, como C. callosus,
a implantagio embrionaria se d4 por penetragdo, através de mecanismos de fagocitose realizados
pelos trofoblastos e alojamento do embrido no endométrio. Assim, forma-se um adequado local
para nutricio do embriio e concomitante desenvolvimento. Neste contexto, as células do
trofoblasto também sio de importincia no que diz respeito a infecgdo por 7. gondii. Em C.
callosus, a infecgio destas células pelos parasitos foi relatada no inicio da gestagiio, ainda no
processo de implantagdo embrionaria. Apesar de mostrarem caracteristicas de células saudavets,
vactolos parasitoforos em seus citoplasmas foram visiveis (FERRO et al., 1999).

Na fase aguda da doenga, C. callosus podem transmitir 0 parasito para a sua prole. No 13°
dia de gestagio e infecgdo materna, leucécitos do sangue materno continham vaciiolos
parasitéforos de 7. gondii. No 15° dia, as células trofoblasticas gigantes da placenta tornaram-se
infectadas, sendo as primeiras células placentarias a serem infectadas. As células do labirinto
mostraram-se infectadas no 16° dia e espongiotrofoblastos no 19° dia de gestagdo e infecgdo.
Células fetais do figado e encéfalo foram infectadas concomitantemente as células do labirinto
(FERRO et al., 2002).

Na fase cronica da doenca, ndo se detectou transmissdo congénita do parasito, uma vez
que, com cerca de 100 dias apos infecgdo materna por T. gondii, ndo se verificou a presenga de

parasitos nas placentas e tecidos fetais (FERRO etal., 2002).
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Portanto, C. callosus, de maneira semelhante & espécie humana, transmite a toxoplasmose
para a sua prole apenas na fase aguda da doenca. Isso o torna um bom modelo de estudo
experimental, no intuito de estabelecer uma possivel correlagio com o homem (FERRO et al,
2002).

Como & possivel a passagem transplacentaria de 7. gondii mesmo apos uma infecgio
materna que ocorra em curtos periodos que antecedem a concepgio ou quando esta ocorre bem
no final da gestagéio, e sendo C. callosus um bom modelo experimental para a doenga humana,
este estudo foi proposto para obter uma soroconversio materna que garanta a nao transmissdo
congénita da toxoplasmose.

Portanto, idealizou-se este projeto no sentido de verificar temporalmente a aquisi¢io de
um perfil sorolégico materno que garanta a ndo transmissio congénita da toxoplasmose em um
modelo experimental. Diante do exposto, C. callosus mostra-se apropriado a este fim, uma vez
que a transmissdo congénita dessa parasitose ocorre de maneira semelhante ao observado em
humanos. Assim, torna-se possivel estabelecer uma correlagio com a espécie humana, na medida
em que se verificar a aquisi¢do de resisténcia a toxoplasmose congeénita em C. callosus.

No intuito de melhor conhecer o comportamento de C. callosus frente i infeccio pré-
concepcional por 7. gondii ¢ o risco de toxoplasmose congénita, objetiva-se:

1. Analisar as placentas quanto a presenca de parasitos de 7. gondii;

2. Analisar os tecidos fetais quanto i presenga de 7. gondii,

3. Analisar a sorologia dos animais;

4. Estabelecer o periodo de soroconversdo materna que corresponda com a aquisicdo

de resisténcia a toxoplasmose congénita.
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I - MATERIAL E METODOS

Cepa de Toxoplasma gondii

A cepa ME-49 de Toxoplasma gondii foi isolada a partir de musculo de cameiro em 1965
(SUZUKI et al., 1988). Apresenta baixa viruléncia em camundongos e produz cistos teciduais.
Pereira e colaboradores (1999) demonstraram que Calomys callosus sao resistentes a esta cepa
sendo possivel investigar a transmissdo vertical desta parasitose.

Manutenciio da Cepa

A cepa foi mantida em encéfalos de C. callosus machos através do inéculo de 20 cistos de
T.gondii (cepa ME-49) em 0,5 ml de solugdo salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS), pH 7,2
estéril e via oral.

Apos um periodo de 30 a 45 dias, um desses animais foi sacrificado, seu cranio aberto, o
encéfalo coletado e macerado com auxilio de pistilo, banhado em 1ml de PBS estéril e
homogeneizado por aspiragio em seringa de 5ml e agulha de 25 x 7mm. O material foi

ressuspenso em 10ml de PBS estéril e submetido a centrifugacdo a 500g por 10 minutos

(1800rpm), em temperatura ambiente, por duas vezes. Apos lavagens, procedeu-se a contagem
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dos cistos, pela observagiio ao microscopio de luz em objetiva de 10X, através da adi¢io de uma
aliquota de 30pl de suspensio colocada entre limina e laminula (24 x 24 mm). Apos ajustar-se a
concentragio de 20 cistos por animal em 0,5ml de PBS, aliquotas desta amostra foram usadas
para inoculagio, via oral, de doze fémeas de C. callosus selecionadas para acasalamento,

Animais Receptores de Cistos

Doze fémeas de Calomys callosus, com idades de 50 a 70 dias, cedidas pelo Biotério do
Setor de Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Uberldndia, foram utilizadas para
inoculagio com Toxoplasma gondii, cepa ME-49, e acasalamento.

Os animais foram mantidos no biotério com dieta ad libitum de 4gua e ragio granulada,
complementada com sementes de girassol, aveia e milho.

Grupos Experimentais

Intervalos de tempo foram impostos no processo de acasalamento, obtendo-se trés etapas

diferentes:

Grupo 1 (8 a 13 dias de infecciio pré-concepciio): Na primeira etapa, com uma média de

10 dias de inéculo, quatro fémeas foram colocadas para acasalar em gaiolas na proporgéo de uma

fémea para cada macho.

Grupo 2 (28 a 35 dias de infeccdo pré-concepcio): Na segunda etapa, mais quatro

fémeas, j4 com uma média de 30 dias de inoculo, foram colocadas em gaiolas, na mesma
proporgdo, para acasalamento.

Grupo 3 (42 a 57 dias de infecciio pré-concepciio): Na terceira etapa, as quatro fémeas
restantes, j4 com uma média de 50 dias de in6culo, também acasalaram, com a mesma propor¢ao

de machos por fémea.
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A constatagio do acasalamento foi feita pela presenca de rolha vaginal, considerando-se 0
primeiro dia de gestagdo aquele em que cuja manhid observou-se a presenca da mesma.

Nas trés etapas descritas, as fémeas foram sacrificadas e analisadas por estudos
morfolégicos no periodo de 17 a 20 dias de gestagdo (dias de analises).

As tabelas 1, 2 e 3 demonstram as idades gestacionais e de infecgdo dos grupos 1,2 € 3,

respectivamente,

Tabela 1: Relagdo dos animais do Grupo 1 com seus respectivos dias de infecgdo pré-concepcdo

e dias de gestagiio na analise morfolégica.

Dias de Gestacio e Infecgiio na

Dias de Infecciio Analise Morfolégica

Animais pré-concepciio Dias de Dias de

Grupe 1 (Rolha) Gestacito Infeccio
05 8 18 25
06 9 17 25
07 8 20 27
08 13 19 25

Tabela 2: Relagdo dos animais do Grupo 2 com seus respectivos dias de infecgio pré-concepgio

e dias de gestagio na analise morfologica.

Dias de Gestaciio e Infecciio na
Dias de Infecgiio Anilise Morfologica
Animais pré-concepciio Dias de Dias de
Grupo 2 (Rolha) Gestaciio Infecciio
01 34 19 52
02 33 18 50
03 28 20 48

04 35 17 51
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Tabela 3: Relagio dos animais do Grupo 3 com seus respectivos dias de infecgdo pré-concepgio

e dias de gestagdo na analise morfologica.

Dias de Gestacio e Infec¢iio na

Dias de Infecgiio Anilise Morfolégica

Animais pré-concepciio Dias de Dias de

Grupo 3 (Rolha) Gestacio Infeccio
09 48 20 67
10 50 19 68
11 42 17 58
12 57 18 74

Sangria

No dia da rolha vaginal (1° dia de gestagdo) e na data de sacrificio para cada idade
gestacional mencionada no item anterior, os animais foram submetidos 4 sangria. Com auxilio de
um capilar de vidro, uma amostra de sangue foi coletada do plexo orbital do animal, que estava
anestesiado por inalagio ao éter. Apés algumas horas, o sangue foi centrifugado, seu soro
coletado e armazenado a -20°C para anlises sorolégicas.

Sacrificio e coleta do material

Para cada idade de gestagio correspondente, o animal foi anestesiado por inalagio ao éter
e sacrificado. Os embrides e placentas foram retirados e fixados com formol 10% em tamp&o
fosfato 0,1 M, pH = 7.4, conforme Ferro (2000).

Preparacio do laminario histolégico

Depois de fixadas, placentas de cada idade gestacional foram desidratadas, seguindo
concentragdes crescentes de alcool, e processadas segundo protocolo para inclusio em glicol
metacrilato (Historesin, LKB, Bromma, Suécia). Posteriormente, cortes de dois micrometros de
espessura foram feitos e corados pelo azul de Toluidina a 0,25% em agua destilada a 40°C

(FERRO, 2000).
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A documentagio fotografica foi realizada em um fotomicroscdpio REICHERT-JUNG-
POLYVAR (Lab. Optica Robert KOCH, Austria).

Anilise Imunchistoquimica ao Microscépio de Luz

Placentas e embrides de cada idade gestacional foram desidratados, seguindo
concentragdes crescentes de alcool, e incluidos em parafina. Formados os blocos de parafina,
cortes de quatro micrémetros foram processados segundo protocolo de Imunohistoquimica para
detecciio de T. gondii, conforme Ferro (2000). As liminas foram incubadas em uma estufa de
60°C por 24 horas. Os cortes foram desparafinados em xilol hidratados em alcoois de
concentragdes decrescentes e, por fim, em agua corrente.
Ap6s hidratagio, os cortes foram incubados por oito minutos em solugio de acido acético a 5%
para bloqueio da fosfatase endogena, em seguida lavados em agua corrente e em solugdo salina
tamponada com TRIS 0,05 M, pH 7,4 (TBS) por 5 minutos. Para bloqueio de sitios inespecificos
de ligagio, as liminas foram incubadas com soro normal de cabra a 2% em TBS por 20 minutos a
37°C; apds este bloqueio, procedeu-se a incubagio do material com anticorpo policlonal de
coelho dirigido contra 7. gondii, na diluigio de 1:400 (produzido e cedido pelo Laboratorio de
Imunologia da Universidade Federal de Uberléndia - Lab ImUFU), em TBS por 12 horas a 4°C.
Apos sucessivas lavagens em TBS, as liminas foram incubadas com IgG de cabra anti-IgG de
coelho biotinilada (Sigma, St Louis, USA) na dilui¢io de 1:1000 em TBS por uma hora a 37°C.
Apés sucessivas lavagens, a reagdo foi amplificada pelo complexo avidina/ biotina (ABC)-
fosfatase (Biomeda, Foster city, USA) na dilui¢io de 1:100 em TBS, a 37°C por 30 minutos.
Apoés novas lavagens em TBS, procedeu-se a revelagio da enzima fosfatase alcalina com Fast
Red-naftol (Sigma, St Louis, USA), em tampéo TBS, lavagens em TBS e dgua corrente e contra-

coloragio com hematoxilina de Meyer, por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés a

diferenciagio do corante em agua amoniacal, as liminas foram montadas com laminulas em
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glicerina e o material foi analisado e fotografado em microscopio de luz REICHERT-JUNG-
POLYVAR (Lab. Optica Robert KOCH, Austria).

Testes Imunoenziméticos: ELISA Cléssico e ELISA Avidez

Os soros provenientes das sangrias foram submetidos a analise, pelo teste ELISA,
segundo Ferro (2000), para obtengéo do indice ELISA (IE) e do indice de Avidez (IA).

ELISA (IF) Classico

Placas de poliestireno (Kartell S. P. A, Novigilio, Mildo, Italia) foram sensibilizadas com
antigeno solivel da cepa RH de 7. gondii a uma concentracio protéica de 10ug/ml em tampéo
carbonato-bicarbonato de sédio a 0,06M, pH 9,6, por 18 horas a 4°C (over night). No dia
seguinte, procedeu-se a lavagem das placas com PBS contendo Tween 20 a 0,05 % (PBST), por
trés ciclos de § minutos. Foram adicionados 50ul/pogo das amostras de soros diluidas a 1:32 em
PBST, em duplicata. Paralelamente, foram adicionados soros controles positivos e negativos nas
mesmas diluicdes. Como controle do conjugado, foram omitidas as amostras de soros,
adicionando-se em seu lugar 50ul de PBST. Apés incubagio de 1 hora a 37°C, as placas foram
lavadas trés vezes em PBST durante 5 minutos. O conjugado ou anticorpe secundario (IgG de
coelho anti-gamaglobulina de Calomys callosus marcada com peroxidase) foi adicionado na
diluigdo de 1:250 em PBST e as placas incubadas por 1 hora a 37°C. As placas foram entdo
lavadas como descrito anteriormente e o substrato enzimatico (solugdo reveladora), que consiste
de peréxido de hidrogénio (4gua oxigenada), foi adicionado a 0,03 % em tampio cromogeno
OPD (ortofenilenodiamina, Merck) diluidos em tampio citrato-fosfato 0,IM, pH 5,0. Apos
adigio da solugio reveladora, procedeu-se a incubagdo por 20 minutos a temperatura ambiente,

em cAmara escura. A reagio enzimatica foi interrompida pela adigio de 25ul de solugdo de acido
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sulfarico 2N. A densidade optica (DO) foi determinada em leitor de microplacas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) a 492nm.

Os resultados foram expressos em termos de indice ELISA, conforme Ferro (2000):

IE=DOx/Cutoff Cutoff=X(P-)+3d

IE: indice ELISA

DOx: densidade optica da amostra

X (P-): média do padrdo negativo

d: desvio padrdo

Baseando-se na triagem prévia de soros controles negativos, obtidos de animais néo
infectados, foi estabelecido como limite de discriminacio de reatividade o “cutoff” de valor igual
a 1,2. Assim, foram consideradas amostras de soros positivas para anticorpos anti-1. gondii
aquelas cujos valores foram iguais ou maiores que 1,2.

ELISA Avidez

Para medir e avaliar a avidez de anticorpos utilizou-se uréia, que funciona como agente
desestabilizante de pontes de hidrogénio. Esta dissociagdo acarreta uma queda acentuada da
reatividade do soro em infecgdes recentes e discretas em infecges antigas.

O teste ELISA Avidez consistiu basicamente do mesmo procedimento descrito para o
teste ELISA classico, com modificagdes nos procedimentos de lavagens, utilizando-se solugdo de
uréia a 6M como agente eluidor dos complexos imunes. Apés a incubagdo das placas
sensibilizadas com as respectivas amostras de soros testes e soros controles positivo e negativo,
em quadruplicata, na dilui¢io de 1:32, as placas foram submetidas a uma lavagem rapida com
PBST. Em seguida, em uma duplicata das amostras, adicionou-se 200ul de solugdo de uréia 6M

por 10 minutos & temperatura ambiente. Decorrido este periodo as duas duplicatas de amostras
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foram lavadas em PBST por trés vezes. As etapas subseqiientes de adigdo do conjugado,
substrato enzimatico e leitura da reatividade foram realizadas de modo similar ao descrito para
ELISA classico.

Os resultados foram expressos em termos de indice de avidez (IA), conforme Ferro
(2000):

IA =IE (T)/ IE (NT) x 100

IA: indice de Avidez

IE (T): indice ELISA de amostras tratadas com uréia

IE (NT): indice ELISA de amostras nio tratadas com uréia
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I - RESULTADOS

Placenta de Calomys callosus

A placenta a termo de Calomys callosus constituiu-se por trés regides: camada decidual,
zona juncional e zona do labirinto (Figura 1). Nas duas primeiras regides da placenta, observou-
se apenas sangue materno.

A camada decidual apresentou-se constituida por células deciduais apoiadas sobre o
miométrio. Tais células eram globosas, muitas vezes justapostas, nucléolo evidente, cromatina
frouxa e, algumas vezes, apresentaram-se interpostas pelas células granulosas metriais (Figura 2).
J4 a zona juncional apresentava células granulosas metriais, que envolviam os vasos sanguineos
maternos, bem como espongiotrofoblastos cercados por células trofoblasticas gigantes.

As células granulosas metriais, localizadas em volta dos vasos sanguineos,
caracterizaram-se por serem globosas ou irregulares, apresentando grinulos citoplasmaticos
caracteristicos, nucleo excéntrico e nucléolo evidente (Figura 3a).

Os espongiotrofoblastos, sempre envoltos por células trofoblasticas gigantes, eram

semelhantes as células das esponjas, com amplos espagos regulares entre as células,
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caracterizando-se por apresentarem nucleo excéntrico e eucromatico, com um ou mais nucléolos
(Figura 3b). As células trofoblasticas gigantes apresentaram um niicleo predominantemente
excéntrico e eucromatico, com um ou mais nucléolos evidentes. Em células trofoblasticas
gigantes, observou-se pequenos grumos de heterocromatina e a presen¢a de um halo perinuclear
fracamente corado. Células trofoblasticas gigantes delimitando grupos de espongiotrofoblastos
foram bastante observadas (Figura 3c).

O labirinto caracterizou-se por apresentar sangue materno extravasado e sangue fetal
contido no interior de vasos sanguineos fetais, advindos do mesénquima, bem como as células do
labirinto (Figura 4a). Foi possivel notar que algumas hemaceas fetais ainda permaneciam
nucleadas.

As células do labirinto apresentaram-se de formas irregulares, niicleo predominantemente
excéntrico, um ou mais nucléolos evidentes € uma cromatina frouxa (Figura 4b).

Apos a infecgio por Toxoplasma gondii, nio se observou nenhuma alteragdo morfolégica
na placenta, mas foi possivel notar a presenga de parasitos em todas as suas camadas.

Dinimica da transmissio congénita com animais de 8 a 13 dias de infecciio pré-concepciio
(Grupo 1)
Anglise Morfologica ao Microscopio de Luz

Neste grupo de fémeas, os parasitos foram observados nas placentas de todas as idades
gestacionais analisadas, ou seja, de 17 a 20 dias de gestagio, quando os animais ja estavam com
25 a 27 dias de infecg@o. As células da zona do labirinto e a regido de transigdo desta para a zona
juncional foram os locais de maior freqiiéncia de observagio de parasitos.

Grupos de parasitos foram verificados logo abaixo dos espongiotrofoblastos, invadindo
células do labirinto e ocupando quase que totalmente seu espago citoplasmatico (Figuras 5a, Sb e

5¢).
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A regifo do labirinto proxima ao mesénquima também se apresentou infectada. Os
parasitos ocuparam parte do citoplasma das células do labirinto (Figura 6a).

Grupos de T. gondii também foram observados no interior das células deciduais. Os
parasitos, dentro de seus vacuolos parasitoforos, tomaram quase que totalmente as células
deciduais (Figura 6b). Alguns parasitos foram observados entre os grupos de
espongiotrofoblastos, no interior de célula trofoblastica gigante (Figura 6¢).

Anilise Imunohistoquimica ao Microscopio de Luz

As placentas dos animais do grupo 1, analisadas pela imunohistoquimica, apresentaram-se
infectadas, com presenga de 7. gondii no labirinto e regido do espongiotrofoblasto (Figuras 7a e
7b).

Os embrides apresentaram-se multi-infectados, incluindo as areas do encéfalo (Figuras 8a,
8b, 8c, 8d e 8e), figado (Figuras 9a e 9b) e dorso (Figura 10), abrangendo tecido conjuntivo e
regido retro-abdominal.

Testes Imunoenzimaticos: ELISA Clissico e ELISA Avidez

Trés dos quatro soros coletados no primeiro dia de gestagio (presenca de rolha vaginal)
ndio mostraram reagdo positiva no ELISA para detecgio de anticorpos anti-7. gondiii, portanto
ndo foram calculados seus indices de Avidez. O Uinico animal que exibiu sorologia positiva no
ELISA, no primeiro dia de gestagdio, apresentou baixo indice de avidez: 38,2% (Graficos 1A e
1B).

J4 os soros analisados aos 17 a 20 dias de gestacio, quando os animais ja estavam com 23
a 27 dias de infecgiio, mostraram reagio positiva no ELISA para deteccio de anticorpos anti-T.
gondiii. E, com relagio aos indices de Avidez, apresentaram valores com uma média de 51% (39

a 62%) (Graficos 1A e 1B).
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Dinimica da transmissio congénita com animais de 28 a 35 dias de infec¢éio pré-concepcao
(Grupo 2)
Anilise Morfolégica ao Microscépio de Luz

No segundo grupo de fémeas, os parasitos também foram observados nas placentas de
todas as idades gestacionais analisadas, ou seja, de 17 a 20 dias de gestag8o, quando os animais j&
estavam com 48 a 52 dias de infecgdo, incluindo principalmente regides do labirinto. No entanto,
0s parasitos apresentaram uma freqiiéncia aparentemente menor com relagio as fémeas do
primeiro grupo,

As células da regido do labirinto proximas a0 mesénquima apresentaram-se invadidas por
protozoarios. Os parasitos ocuparam parte do citoplasma das células labirinticas (Figuras 11a e
11b).

Anilise Imunchistoquimica ao Microscopio de Luz

As placentas dos animais do grupo 2, analisadas pela imunohistoquimica, revelaram
protozoarios, principalmente na zona do labirinto (Figura 12).

Os embrides também se apresentaram infectados por parasitos, mas com uma freqiiéncia
aparentemente menor, confirmando o resultado da analise morfologica. Os fetos foram infectados
principalmente na regido do encéfalo e areas proximas ao figado, no dorso dos embrides (Figuras
13a, 13b, 13c e 13d).

Testes Imunoenzimaticos: ELISA Classico e ELISA Avidez

Os soros provenientes destas fémeas, tanto no primeiro dia de gestagdo quanto nos dias de
sacrificios (17 a 20 dias de gestagio), quando os animais ja estavam com 48 a 52 dias de
infecgdo, apresentaram-se positivos no ELISA para detec¢do de anticorpos anti-T. gondii

(Grafico 2A).
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Quanto aos indices de Avidez, os animais, no primeiro dia de gestagio, mostraram valores
numa média de 63% (58% a 66%). E, de 17 a 20 dias de gestagdo, apresentaram valores com uma
média também de 65% (54% a 80%) (Grafico 2B).

Dindmica da transmissfio congénita em animais de 42 a 57 dias de infecciio pré-concepciio
(Grupo 3)
Analise Morfologica ao Microscopio de Luz

No terceiro grupo de fémeas ndo foi demonstrada a presenga de 7. gondii. As placentas de
todas as idades gestacionais correspondentes (17 a 20 dias de gestagdo), quando as fémeas ja
estavam com 58 a 74 dias de infecgdo, apresentaram-se sem infecgo, ou seja, nenhuma célula
placentaria estava infectada (Figuras 14a e 14b).

Anilise Imunohistoquimica ao Microscopio de Luz

No terceiro grupo de fémeas, a analise imunohistoquimica ndo revelou a presenga de
parasitos nas placentas e embrides (Figuras 15a, 15b e 15¢).

Testes Imunoenzimaticos: ELISA Classico ¢ ELISA Avidez

Os soros provenientes destas fémeas, tanto no primeiro dia de gestagiio quanto aos 17 a 20
dias de gestagdo, quando os animais ja estavam com 58 a 74 dias de infecgdo, apresentaram-se
positivos no ELISA para detecgio de anticorpos anti-7. gondii (Grafico 3A).

Quanto aos Indices de Avidez, no primeiro dia de gestagdo, revelaram valores com uma
média de 72% (61% a 91%). E, de 17 a 20 dias de gestagdo, apresentaram valores com uma

meédia de 73% (71% a 78%) (Grafico 3B).



38

IV — DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostram a transmiss3o congénita da toxoplasmose, em
Calomys callosus, nos diferentes periodos de infeccio materna. Para efeito de maior
compreensio, estes dados serdo discutidos separadamente.

Placenta de C. callosus

A placenta de C. callosus apresentou-se formada por trés regides: camada decidual, zona
juncional e zona do labirinto. Esta distribuigdo morfologica € caracteristica de outros roedores
como ratos e camundongos (ZUCKERMAN; HEAD, 1986).

A camada decidual corresponde a porgio matemna da placenta. As células deciduais
justapostas apresentaram-se, algumas vezes, interpostas por celulas granulosas metriais. Além
disso, verificou-se que tais células mantinham uma certa proximidade com 0s vasos sangiliineos
maternos. Esta distribuicdo celular foi semelhante em outros roedores (CROY et al,, 1991).

A zona juncional e o labirinto correspondem a porgiio fetal da placenta. A primeira
apresentou-se composta pelas células granulosas metriais, que envolviam os vasos sangiineos

maternos, bem como espongiotrofoblastos circundados por células trofoblasticas gigantes.
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As células granulosas metriais, como observado por Peel (1989), mostraram-se globosas,
na maioria das vezes, um niicleo excéntrico, além dos grinulos citoplasmaticos caracteristicos.
As células trofoblasticas gigantes formavam uma rede celular em volta dos espongiotrofoblastos,
que sdo células em forma de esponja, com relativos espagos intercelulares, como descrito em
ratos por Jollie (1965).

Semelhante aos outros roedores, o labirinto correspondeu & maior area da placenta. Esta
regido é considerada a mais importante, uma vez que é o local onde se realizam as trocas
fisiologicas entre mie e feto. Observou-se a presenca de sangue materno extravasado, banhando
as células do labirinto, bem como sangue fetal contido no interior de vasos. Nio havia misturas
de sangues materno e fetal gragas a presenga da barreira placentaria. Como relatado por Limongi
(2002), trés camadas de células trofoblasticas mais o endotélio fetal constituem esta barreira
placentaria que, com o decorrer da gestagio, tora-se cada vez mais delgada.

Periodos de Transmissio Congénita em Roedores

Desde a década de 50, ratos e camundongos sdo freqiientemente utilizados como modelos
experimentais de estudo de doengas parasitdrias como a toxoplasmose (FERRO, 2000). No
entanto, em camundongos, a transmissdo congénita dessa patologia se da tanto na fase aguda
quanto na fase cronica, ao contrario da espécie humana (BERVELY, 1959; REMINGTON et al,
1961). Assim, a transmissdo congénita em camundongos se da por sucessivas geragdes, nio
simulando o observavel no homem, no qual a transmissio congénita apenas acontece na fase
aguda da doenga. Apesar disso, Roberts e Alexander (1992) relataram, em camundongos
BALB/c inoculados com a cepa RRA, a transmissdo congénita de T. gondii nas etapas iniciais da
gestagio apenas na primeira geragio. Esses dados permitem dizer que o camundongo BALB/c

pode ser usado como modelo experimental para estudo da doenga.
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E bastante dificil induzir uma transmissdo congénita em ratos, uma vez que estes animais
sido bastante resistentes a infecgdo por 7. gondii (REMINGTON et al,, 1961). Alguns autores
relatam a possibilidade de infecgdio congénita em ratos através da utilizagio de cistos da cepa
CT-1, independente do periodo de gestaciio em que ocorre a infecgdo (DUBEY; SHEN, 1991,
OKAY, 1994). Além do mais, utilizando as cepas RH, 76K e Prugniaud, é possivel se obter a
transmissdo vertical da doenga em ratos, mas apenas quando a infecgdo matemna ocorre entre o 8°

¢ 0 12° dias de gestagdo. Ratos das linhagens Wistar e Holtzman, quando infectados com a cepa
P de 7. gondii, transmitem a doenga para a sua prole. E, quando as mies encontram-se na fase
cronica, a transmissiio congénita ndo ocorre, mesmo quando re-infectadas com a mesma cepa
(PAULINO; VITOR, 1999).

Portanto, de maneira geral, ratos podem ser adequados como modelos experimentais para
o estudo da toxoplasmose congénita, embora haja uma pequena porcentagem de transmissao
congénita da doenca em ratos infectados cronicamente com diferentes cepas, contrariando o que
se observa na espécie humana (DUBEY et al., 1997).

Ferro e colaboradores (2002) demonstraram que Calomys callosus, um cricetideo sul
americano infectado com a cepa ME-49 de T. gondii, transmite verticalmente a doenga apenas na
fase aguda da doenga, de maneira semelhante ao que ocorre na espécie humana. Isto o torna um
excelente modelo experimental de estudo da toxoplasmose, justificando seu uso neste presente
trabalho.

Andlise sorologica das fémeas procedentes do grupo 1 (8 a 13 dias de infecciio pré-
concepgiio e 25 a 27 dias de infecgiio aos 17 a 20 dias de gestacio)

Estas fémeas, no primeiro dia de gestagdo (rolha), apresentaram-se soronegativas

no ELISA para detecgdo de anticorpos anti-I. gondii, exceto o animal 08, que tinha 13 dias de
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infecgio pré-concepgdo. Devido a infecgdo muito recente, tais animais ndo mostraram
soroconversio que pudesse ser detectada pelo teste ELISA. Portanto, o indice de avidez néo
pode ser calculado para estas fémeas neste periodo, exceto para o animal 08, que apresentou uma
baixa avidez, equivalente a 38,2%, caracterizando a fase aguda da toxoplasmose.

Aos 17 a 20 dias de gestagdo, os soros positivos no ELISA para detecgéio de anticorpos
anti-1. gondii exibiram uma avidez de anticorpos crescente, com uma média de 51%, sugerindo
ainda uma fase aguda da doenga.

Anilise sorologica das fémeas procedentes do grupo 2 (28 a 35 dias de infeccio pré-
concepcio e 48 a 52 dias de infeccdo aos 17 a 20 dias de gestacio)

Estas fémeas apresentaram-se positivas para anticorpos anti-1. gondii tanto no primeiro
dia quanto aos 17 a 20 dias de gestagdio. Isto significa que tais animais ja produziram um nivel de
anticorpos capaz de ser detectado pelo teste ELISA. Seus indices de avidez tiveram uma média
de 63% no primeiro dia de gestagdio e 65% aos 17 a 20 dias de gestagdo, mostrando que, neste
periodo, os animais apresentaram maior tendéncia a cronicidade.

Anslise sorolégica das fémeas procedentes do grupo 3 (42 a 57 dias de infeccio pré-
concepgiio e 58 a 74 dias de infeccdo aos 17 a 20 dias de gestacio)

Estas fémeas apresentaram-se positivas para anticorpos anti-I. gondii desde o primeiro
dia até aos 17 a 20 dias de gestagio. Seus indices de avidez também foram relativamente altos:
uma média de 72% no primeiro dia de gestagio e 73% aos 17 a 20 dias de gestaco,
caracterizando a infec¢do ja na sua fase cronica.

Transmissiio congénita de 7. gondii nas fémeas de Calomys callosus procedentes dos
grupos 1 (25 a 27 dias de infecgiio nas datas de sacrificio — 17 a 20 dias de gestacdo) e 2 (48

a 52 dias de infeccdio nas datas de sacrificio - 17 a 20 dias de gestaciio)



42

As idades do 17° ao 20° dias de gestagiio foram selecionadas porque, caso houvesse
realmente a transmissio congénita, os parasitos ja seriam vistos nas placentas e tecidos fetais
nesta etapa final da gestagio, uma vez que as primeiras células placentarias infectadas, em C.
callosus, foram datadas no 15° dia de gestagdo (FERRO et al., 2002).

Os resultados, oriundos das fémeas pertencentes aos grupos 1 e 2, levam a concluséo de
que ainda ocorre a transmissdo congénita da toxoplasmose, em Calomys callosus, com cerca de
cinqilenta dias apds infecgdo materna por 7. gondii. Foi observado que o nimero de células
placentarias e fetais infectadas foi aparentemente maior nas fémeas do primeiro grupo e,
consegiientemente, este numero aparentemente caiu nas féemeas do segundo grupo, ou seja, a
freqiéncia de parasitos foi aparentemente maior em placentas e embrides oriundos de fémeas
com 25 a 27 dias de infecgio.

Os dados mostraram que houve, no grupo 2, a transmissdo congénita da toxoplasmose na
fase cronica da doenga, similarmente a ratas prenhes infectadas cronicamente, nas quais ha uma
baixa porcentagem de infecgdo congénita (DUBEY et al, 1997). O que ndo foi visto por Ferro e
colaboradores (2002), em que a transmissdo congénita da toxoplasmose ocorreu apenas na fase
aguda da doenga.

Com relagio a infecgiio fetal, o 6rgéo mais comprometido foi o encéfalo, seguido pelo
figado e regido dorsal dos embrides (retro-abdominal), abrangendo tecido conjuntivo,
diferentemente de Favoreto-Junior e colaboradores (1998) que, utilizando a cepa RH de 7.
gondii, relataram o figado como o 6rgio mais afetado e, por Gltimo, o cérebro.

Transmissio congénita de 7. gondii nas fémeas de Calomys callosus procedentes dos

grupos 3 (58 a 74 dias de infecciio nas datas de sacrificio — 17 a 20 dias de gestaciio)
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O fato de ndio haver transmissio congénita nas fémeas do Grupo 3, mesmo estas sendo
positivas para detecgio de anticorpos anti-1. gondii pelo teste ELISA, leva & conclusio de que,
com cerca de sessenta dias de infecgio materna por 7. gondii, os embrides estiveram protegidos
da infecgdio, enquanto que Ferro (2000) nfio mais observou a transmissido congénita do parasito
apos 100 dias de infecgdo materna.

Portanto, é possivel dizer que, com cerca sessenta dias de infecgdo materna por I. gondii,
ndo mais se transmite a toxoplasmose para a prole, uma vez que a mde adquiriu uma
soroconversio capaz de proteger o feto contra a toxoplasmose.

Todos esses dados enfatizam que C. callosus é um excelente modelo de estudo da
toxoplasmose congénita, uma vez que a transmissio vertical da doenga se da de maneira
semelhante aos humanos, ou seja, na fase aguda. Além disso, nossos dados permitiram que se
estabelecesse 0 periodo de aquisigio de resisténcia para a transmissio congénita da
toxoplasmose. Assim, a partir de aproximadamente sessenta de infecgio materna, néo se observa

mais a transmissdo vertical da parasitose em Calonmys callosus.



V- CONCLUSAO

A analise dos dados aqui apresentados permite concluir que:

1. Observou-se a presenga de Toxoplasma gondii em placentas procedentes de maes dos
grupos 1 e 2, ou seja, animais com cerca de 25 a 50 dias de infecgio aos 17 a 20 dias de
gestagio. A presenga do protozoario foi observada nas camadas deciduais, camada de
células gigantes e espongiotrofoblasto (zona juncional) e, principalmente, no labirinto.

2 Tecidos fetais das fémeas dos grupos 1 e 2 apresentaram T gondii preferencialmente nas
regides de encéfalo, figado e area dorsal do embrido, compreendendo a regido retro-
abdominal.

3. As fémeas do grupo 3, ou seja, animais com cerca de 60 dias de infecgiio aos 17 a 20 dias
de gestagdo, ndo apresentaram células placentarias e fetais infectadas por T. gondii. Isto
significa que niio houve a transmissdo congénita da toxoplasmose neste grupo de fémeas.

4. Calomys callosus do grupo 1 exibiram um perfil sorologico de fase aguda da doenga. No
grupo 2, houve um direcionamento para a fase cronica da doenga, enquanto que, no grupo

3, houve um perfil bem estabelecido de fase cronica da toxoplasmose.
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5. A aquisi¢fio de resisténcia materna, num periodo pré-concepgio, no sentido de prevenir a
transmissio congénita da toxoplasmose ocorre com cerca de sessenta dias de infecgdo
materna.

Assim, C. callosus mostra-se como excelente modelo biologico para estudo da
toxoplasmose congénita, uma vez que simula a situagdo observada em humanos. Além disso,
foi possivel estabelecer, com relativa precisdo, um periodo materno de aquisi¢do de

resisténcia a transmissdo congénita da toxoplasmose: sessenta dias de infecgio materna.
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Figura 1: Placenta a termo de Calomys callosus mostrando suas trés regides: camada decidual,

zona juncional (seta) e zona do labirinto (L). Fotomicrografia, azul de Toluidina, 20X.
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Figura 2: Camada Decidual evidenciando as c¢lulas deciduais interpostas por células granulosas

metriais (seta). Observar as células deciduais justapostas. Azul de Toluidina, 200X.
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Figuras 3: Zona Juncional da Placenta

3a: Células Granulosas Metriais (setas) envolvendo o vaso sanguineo materno (estrela). b: Grupo
de espongiotrofoblastos (estrela) envolvidos por células trofoblasticas gigantes (setas). Observar,
nos espongiotrofoblastos, nicleo eucromdtico e a presenca do nucléolo. e: Células Trofoblisticas
Gigantes (T) proximas aos grupos de espongiotrofoblastos (estrelas). Observar a presenca dos

nucléolos, cromatina frouxa e grumo de heterocromatina. a, b, ¢: Azul de Toluidina, 200X.
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Figursas 4: Zona do Labirinto

4a: Regifio do Labirinto mostrando as suas células trofoblasticas (T) bem como sangue
materno extravasado (cabegas de setas) e sangue fetal (setas) contido dentro de vasos. Azul
de Toluidina, 200X.

4b: Observar célula do labirinto (seta) com o nucleo excéntrico, nucléolos e eucromatina.

Azul de Toluidina, 500X.
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Figuras 5: Animais com 25 a 27 dias de infec¢iio e de 17 a 20 dias de gestagiio

Sa, b, ¢: Grupos de parasitos em células do labirinto (setas), na regido de transi¢do para a 4rea de
espongiotrofoblastos. Azul de Toluidina, 500X.
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Figuras 6: Animais com 25 a 27 dias de infecgio ¢ de 17 a 20 dias de gestagiio

6a: Grupo de protozoarios (asterisco) na regido do labirinto préximo ao mesénquima. Observar
como os parasitos ocupam grande parte da célula do labirinto. b: Grupos de protozodrios
(asteriscos) nas células deciduais na decidua basal da placenta. ¢: Parasito no interior de célula
trofoblastica gigante (asterisco), entre grupos de espongiotrofoblastos (estrelas). a-¢: Azul de
Toluidina, 500X.
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Figuras 7: Animais com 25 a 27 dias de infecgdo ¢ de 17 a 20 dias de gestacio

7a: Presenga de parasitos (seta) na regido de labirinto da placenta. Observar que o protozoario
estd fora da célula, no espago vascular materno. b: Presenca de parasitos (seta) no interior do
espongiotrofoblasto, na zona juncional da placenta. a-b: Imunohistoquimica evidenciada pela
fosfatase alcalina revelada pelo fast red-naftol. Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer,
500X.
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Figuras 8: Animais com 25 a 27 dias de infecciio e de 17 a 20 dias de gestacdo

8a, b, ¢, d, e: Presenga de parasitos (cabeca de seta) nas dreas de encéfalo (Sistema Nervoso
Central) dos embrides. Imunohistoquimica evidenciada pela fosfatase alcalina revelada pelo fast
red-naftol. Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer, a-c: 500X, d-e: 200X.
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Figuras 9: Animais com 25 a 27 dias de infecgdo ¢ de 17 a 20 dias de gestagio

9a: Parasitos (seta) nas células hepéticas (estrelas) do embrido. b: Parasitos (seta) na regifio do
figado do embrifio. Observar que o protozodrio nio estd no interior das células hepaticas, mas no
espago existente entre elas. a-b: Imunohistoquimica evidenciada pela fosfatase alcalina revelada
pelo fast red-naftol. Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer, 500X.
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Figura 10: Animais com 25 a 27 dias de infecgfio e de 17 a 20 dias de gestacio

10: Presenca de parasitos (seta) na regiio dorsal do embrido (retro-abdominal).
Imunohistoquimica evidenciada pela fosfatase alcalina revelada pelo fast red-naftol
Contracoloragido com Hematoxilina de Meyer, 500X.
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Figuras 11: Animais com 48 a 52 dias de infecciio ¢ de 17 a 20 dias de gestacio

11a, b: Grupos de parasitos (asteriscos) no interior de célula do labirinto na placenta, proximos

a0 mesénquima. Observar o vaciolo parasitéforo cobrindo quase todo o citoplasma celular. Azul

de Toluidina, 500X.
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Figura 12: Animais com 48 a 52 dias de infeccio ¢ de 17 a 20 dias de gestagio

12: Presenga de parasitos (seta) na regido do labirinto da placenta. Observar o protozodrio 1o
interior da célula do labirinto. Imunohistoquimica evidenciada pela fosfatase alcalina revelada
pelo fast red-naftol. Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer, 500X.
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Figuras 13: Animais com 48 a 52 dias de infeccdo e de 17 a 20 dias de gestacdio

13a: Presenca de parasitos (cabega de seta) no interior de células do encéfalo fetal. Imunohistoquimica
evidenciada pela fosfatase alcalina revelada pelo fast red-naftol. Contracolorago com Hematoxilina de
Meyer, 500X.

13b, ¢, d: Presenca de parasitos (cabegas de setas) na regidio dorsal dos embribes (retro-abdominal).
Observar que o parasito ndo se encontra no interior das células, mas no espago existente entre elas.
Imunohistoquimica evidenciada pela fosfatase alcalina revelada pelo fast red-naftol. Contracoloragéo
com Hematoxilina de Meyer, b: 500X, ¢ ¢ d: 200X.
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Figuras 14: Animais com 58 a 74 dias de infecciio ¢ de 17 a 20 dias de gestaciio

14a: Zona juncional da placenta mostrando espongiotrofoblastos (estrelas) e células gigantes
(seta) sem infecgdo. Observar que ndo ha presenca nenhuma de parasitos no interior das
células.

b: Regido de labirinto da placenta mostrando auséncia de parasitos no interior das células do
labirinto (seta). a-b: Azul de Toluidina, 200X.
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Figuras 15: Animais com 58 a 74 dias de infec¢iio e de 17 a 20 dias de gestaciio

15a: Regido de labirinto da placenta mostrando suas células (seta) sem infec¢io por parasitos. bs
Area de encéfalo do embrifio mostrando suas células ausentes de parasitos. ¢: Figado do embrido
evidenciando auséncia de parasitos nas células hepéticas. a-¢: Imunohistoquimica evidenciada
pela fosfatase alcalina revelada pelo fast red-naftol. Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer,
200X.
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