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RESUMO

Objetivos: fazer uma revisdo dos aspectos basicos da ultraestrutura do taquizoito de Toxoplasma gondii, agente
etiologico da toxoplasmose. Fonte de dados: os dados apresentados tomam como referéncia resultados recentes obtidos
pelos principais grupos de pesquisadores no mundo, que se dedicam ao estudo do Toxoplasma gondii, incluindo-se
dados do proprio grupo de autores. Sintese dos dados: os taquizoitos de Toxoplasma gondii sdo responsaveis pela
fase aguda da infec¢@o, penetrando ativamente, através do complexo apical, em células dos hospedeiros onde se
multiplicam. S&do abordadas caracteristicas ultraestruturais e moleculares particulares da pelicula, do citoesqueleto,
de organelas secretodrias (roptrias, micronemas e granulos densos) e ndo secretérias (apicoplasto) exclusivas do filo
Apicomplexa, além das peculiaridades do nucleo, mitocondria, acidocalcisomas, reticulo endoplasmatico e complexo
de Golgi desses parasitos intracelulares. Conclusdes: estas caracteristicas confirmam que o sucesso nas etapas de
adesdo, invasdo e multiplicacdo do parasito possui clara correlagdo com suas caracteristicas morfofuncionais.

Descritores: Toxoplasma gondii/ultraestrutura; APICOMPLEXA; TOXOPLASMOSE; REACAO DE FASE AGUDA; ANTICORPOS
ANTIPROTOZOARIOS; ANTIGENOS DE PROTOZOARIOS/imunologia.

ABSTRACT

Aims: To review basic aspects on the ultrastructure of the tachyzoite of Toxoplasma gondii, the causative agent of
toxoplasmosis. Source of data: The data presented are based on recent publications by the most distinguished research
groups in the area dedicated to the study of Toxoplasma gondii, including studies from the present authors. Summary
of findings: The tachyzoites are responsible for the acute phase of the infection by actively penetrating, through the
parasites’ apical complex, the host cells where they multiply. Both ultrastructural and molecular particularities of
the pellicle, the cytoskeleton, secretory (rhoptries, micronemas and dense granules) and non secretory (apicoplast)
organelles, specific to Apicomplexa phylum, besides peculiar features of the nucleus, mitochondrion, acidocalcisomes,
endoplasmic reticulum and Golgi complex of these intracellular parasites. Conclusions: These characteristics confirm
that the success in the process of adhesion, invasion and multiplication of this parasite is clearly correlated to its
morphology.

Keywords: Toxoplasma gondii/ultrastructure; APICOMPLEXA; TOXOPLASMOSIS; ACUTE-PHASE REACTION; ANTIBODIES,
PROTOZOAN; ANTIGENS PROTOZOAN/immunology

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) ¢ um patdégeno
intracelular obrigatorio capaz de infectar e se replicar
em qualquer célula nucleada de mamiferos e aves. E o
agente etiologico da toxoplasmose, uma das infecgoes
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parasitarias mais comuns ao homem e a outros animais
homeotérmicos. Possui ampla distribui¢ao, infectando
cronicamente aproximadamente um ter¢o da populagdo
mundial.! Na maioria dos adultos a toxoplasmose é
assintomatica, porém em alguns individuos pode causar
cegueira e, em criangas congenitamente infectadas,
retardo mental. Em individuos imunocomprometidos
causa grande morbidade e mortalidade.? 7. gondii
foi primeiramente descrito em 1908 por Nicolle e
Manceaux em um roedor encontrado na Tunisia,
Norte da Africa, e por Splendore, no Brasil, em um
coelho.** O nome da espécie é originario do roedor
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Ctenodactylus gundi, do qual foi isolado; e o género é
derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde) devido
ao seu formato encurvado e crescente. Pertence ao filo
Apicomplexa, no qual estdo incluidos diversos patdgenos
de importancia médica e veterinaria, como Plasmodium
spp (agente causador da malaria), Cryptosporidium spp
(causador de diarréias graves em imunocomprometidos),
Eimeria spp (causador da coccidiose em aves) e Besnoitia
sp, Babesia bovis e Theileria spp (parasitos de gado).
O filo Apicomplexa ¢ caracterizado pela presenca do
complexo apical, composto de organelas secretorias
especializadas, como roptrias e micronemas, e de
elementos do citoesqueleto, como os anéis polares e o
conodide, este ultimo apenas nos coccideos, subclasse
que inclui 7" gondii (Figura 1).5¢
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Figura 1. Morfologia geral da forma taquizoita de Toxoplasma
gondii. (A) Representacdo esquematica. O esquema foi
construido a partir de corte aleatdrios do parasito observados em
microscopia eletronica de transmissdo. (B) Corte longitudinal
onde varias das estruturas representadas em (A) estdo
assinaladas: N - ntcleo, ¢ - condide, R - roptrias, A - apicoplasto,
CG - Complexo de Golgi, g - granulo denso, seta - micronema,
VP - vactiolo parasitoforo. Barra: 1pm.

CICLO DE VIDA EM DOIS TIPOS DE
HOSPEDEIROS

O ciclo de vida de T. gondii apresenta uma fase
assexuada, que se passa na maioria dos animais, ¢ uma
fase sexuada, que se passa nos felideos. Ao longo de
todo o ciclo possui trés formas infectivas: a taquizoita
(forma de multiplicacdo rdpida da fase aguda), a
bradizoita (forma de multiplicagdo lenta, encontrada
dentro de cistos tissulares) e a esporozoita (forma
encontrada nos oocistos).

O ciclo assexuado tem lugar nos inameros
hospedeiros intermediarios e consiste em dois estagios
de vida distintos dependendo da fase da infec¢do: aguda
ou cronica. A forma taquizoita, objeto desta revisao, esta
presente nas manifestagdes clinicas da fase aguda da
toxoplasmose. E decorrente da alta taxa de proliferagio
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dos taquizoitos com consequente ativagdo de uma
forte resposta inflamatoria pelo hospedeiro. A forma
taquizoita também ¢ a responsavel pela transmissao
vertical para o feto via placenta.” Sob pressdo do
sistema imunoldégico do hospedeiro, os taquizoitos
diferenciam-se em bradizoitos, de multiplicacdo lenta
e metabolismo baixo, que formam os cistos teciduais
ou tissulares.®

O desenvolvimento de cistos tissulares em varios
locais do corpo define a fase cronica do ciclo assexuado.
Sdo encontrados predominantemente no sistema
nervoso central e nos tecidos musculares esquelético
e cardiaco,’ onde podem permanecer pelo resto da vida
do hospedeiro sem causar resposta inflamatoria. Os
cistos tissulares sdo a fase terminal do ciclo assexuado
nos hospedeiros intermedidrios e uma fonte importante
de contaminag¢do do homem quando ingeridos na carne
crua ou mal cozida de animais contaminados, uma vez
que as formas bradizoitas sdo resistentes as enzimas
presentes no suco gastrico.'°

A fase sexuada ocorre apenas em felideos, sendo o
gato doméstico o hospedeiro mais importante, do ponto
de vista epidemiologico, para a toxoplasmose humana.
Na maioria das vezes esse ciclo tem inicio com a
ingestdo de cistos teciduais através do carnivorismo.
Apbs a ingestdo, varios ciclos, bastante complexos,
sucedem-se até a geragdo de micro e macro gamontes,
de cuja fusdo resultam oocistos que serdo eliminados
com as fezes do hospedeiro e disseminados no
ambiente, infectando mamiferos (inclusive o homem)
e aves quando ingeridos através da agua ou alimentos. "
Estes liberam esporozoitas no aparelho digestivo que,
entdo, infectam células epiteliais do intestino, dando
origem aos taquizoitos da fase aguda da infeccao.

ORGANIZACAO ULTRA-ESTRUTURAL
DO TAQUIZOITO DE Toxoplasma gondii

O taquizoito de 7. gondii (Figura 1) ¢ uma célula
polarizada, de forma alongada, apresentando a regiao
anterior afilada e a regido posterior arredondada.
Mede aproximadamente 8um de comprimento por
2um de largura. Na regido anterior ou apical estdo
localizados os anéis polares, o condide, as roptrias e
0s micronemas, estruturas que formam o complexo
apical. O nucleo situa-se na regido mediana e acima
deste dispoem-se o complexo de Golgi e o apicoplasto.
Compondo o envoltorio nuclear e ramificando-se
pelo citossol, estdo presentes elementos do reticulo
endoplasmatico. A mitocondria ¢ unica e ramificada.
Os granulos densos, acidocalcissomas e granulos de
amilo pectina estdo presentes em numero ¢ localizagdo
variaveis. O conjunto € envolvido pela pelicula e, abaixo



desta, partindo do anel polar posterior, irradiam-se os
microtubulos subpeliculares que percorrem o corpo
celular no eixo longitudinal até cerca de dois tercos
de sua extensao.

A PELICULA E SUA ASSOCIACAO COM
O CITOESQUELETO E A MOTILIDADE
DO PARASITO

A associagdo da pelicula com os elementos do cito-
esqueleto permite que 7. gondii mantenha sua integri-
dade mecanica e se locomova e infecte células ativamente,
mesmo sem apresentar apéndices locomotores como
cilios, flagelos ou a emissao de pseudopodos.

A pelicula, estrutura trimembranar que envolve
0 taquizoito, ¢ formada pela membrana plasmatica
e pelo complexo membranar interno. Este ¢ formado
pela associacao intima de longas cisternas achatadas,
interrompidas em varios pontos de sua superficie. Cortes
transversais a esta pelicula, observados ao microscopio
eletronico de transmiss@o, mostram a presenca de
duas unidades de membrana justapostas formando o
complexo.!? A membrana plasmatica ¢ continua, porém
o complexo interno ¢ interrompido logo abaixo dos
anéis polares do condide (na extremidade posterior)
e na regiao do microporo — formado pela invaginagao
da membrana plasmatica e que parece estar envolvido
na ingestdo de macromoléculas através de um
processo endocitico (Figura 2 — inserto).!> Réplicas
de criofratura mostraram a distribui¢do de particulas
intramembranosas (proteinas transmembrana) em
arranjos lineares coincidentes com a distribui¢do dos
microtibulos subpeliculares, evidenciando uma intima
associacao entre a pelicula e o citoesqueleto.'?

CITOESQUELETO

A observacdo por microscopia eletronica de
transmissdo de taquizoitos previamente tratados com
detergentes e solucdes hipotdnicas e contrastados
negativamente revela que um arcabougo de microtibulos
confere integridade estrutural ao parasito. Partindo da
regido apical extrema do protozoario encontramos dois
anéis apicais logo abaixo da membrana plasmatica, de
composi¢do molecular ainda desconhecida. O superior
mede 160nm de didmetro, enquanto que o inferior
200nm. Abaixo destes, encontramos um anel polar
também de natureza molecular ainda desconhecida,
onde esta o centro organizador de microtibulos,*'* de
onde partem 22 microtibulos subpeliculares, compostos
de 13 protofilamentos cada. Estes distribuem-se de
modo equidistante na periferia e se estendem por
dois ter¢os do corpo do parasito (Figuras 3 e 4)."*
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Figura 2. Corte longitudinal de um vacuolo parasitoéforo (VP)
mostrando perfis de taquizoitos de Toxoplasma gondii, onde se
observam as organelas secretdrias roptrias (R) e micronemas
(m), além do complexo de Golgi (CG), mitocondria (M) e
nucleo (N). No inserto, grande aumento mostrando as trés
membranas que compdem a pelicula (setas) e o microporo
(cabega de seta). Barras: 1um. (Foto do acervo dos autores,
publicada anteriormente na Revista do Instituto de Medicina
Tropical de S. Paulo, reproduzida com permissao.)

Além desses 22 microtibulos, dois microtibulos de
aproximadamente 400nm de comprimento percorrem
o eixo central do protozoario (Figura 3A — inserto)
passando por dentro do conoide. Na altura dos anéis
polares situa-se uma estrutura cilindrica e oca, o
conoide, de aproximadamente 400nm de diametro
e 250nm de comprimento. Este também ¢ formado
por tubulina, mas polimerizada em uma conformagao
unica que resulta em fibrilas em forma de virgula
compostas por nove protofilamentos, justapostas em
arranjo espiralado.'®

Tanto na observagdo de parasitos vivos ao mi-
croscopio optico, quanto em cortes ultrafinos e, mesmo,
em microscopia eletronica de varredura, observa-se
que o conoide é uma estrutura movel, que se desloca
acima e abaixo do anel polar posterior (Figura 3A —
inserto e Figura 4), apds estimulos que disparam o
influxo de calcio, como a ionomicina. O tratamento
com citocalasina D, em contrapartida, inibe a extrusao
dessa estrutura.!” Entretanto, até o0 momento, nao foi
possivel associar esse movimento de extrusdo ao
fendmeno de secrecao de roptrias e micronemas que
ocorre durante a invasdo da célula hospedeira.
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Figura 3. Contrastacdo negativa de Toxoplasma gondii. (A) Extracdo da pelicula com detergentes revela a estrutura do citoesqueleto
com microtibulos subpeliculares distribuindo-se radialmente a partir do anel polar, no centro do qual observa-se o condide.
No inserto, maior aumento da regido apical onde se observa a disposi¢do em espiral das fibras do condide, além do anel apical
(cabega de seta) e o anel polar (seta). (B) Além dos microtabulos, o citoesqueleto também compreende uma rede subpelicular que se
estende até a por¢do posterior do parasito e termina numa estrutura circular de maior densidade, que também ¢ visivel na A (setas).
Barras: 0,5pum. Inserto: 200nm. (Foto do acervo dos autores, publicada anteriormente no periédico Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, reproduzida com permissdo.)
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Figura 4. Esquema da porcao anterior de um taquizoito de
Toxoplasma gondii reunindo o conhecimento atual sobre
a organizagdo estrutural e molecular do citoesqueleto.
A presenca de Tg centrina, ICAM 1 e 2 foi confirmada,
entretanto sua interagao estrutural com outros componentes
do citoesqueleto ainda nio foi determinada. Tg centrina esta
presente na regido dos anéis polares apicais ¢ em pontos
distribuidos abaixo do anel polar (regides sombreadas),
enquanto a marcagao para dineina foi positiva tanto no topo
quanto na base do conoide. ICAM 1 e 2 se dispdem em

consonancia com as fibras espiraladas do condide e ao longo dos microtubulos subpeliculares (MSP). As moléculas envolvidas no
deslizamento (gliding) estao representadas a direita do leitor, onde a escala real entre a membrana plasmatica e o Complexo Interno
de Membranas (CIM) foi desconsiderada para permitir a representagdo das diversas moléculas ja identificadas. (Modificado a partir

de Attias M. e De Souza W., em “Trends in Cell & Molecular Biology™.)
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REDE SUBPELICULAR

Além dos microtubulos subpeliculares, situa-se
abaixo do complexo membranar interno a rede
subpelicular, composta por filamentos de 8-10nm
de espessura interconectados.® '3 As proteinas que
compdem essa rede, TgIMC 1 e 2, sdo similares as
articulinas encontradas em FEuglena, assim como
outra identificada por Lemgruber et al., de 42% de
identidade e 55% de similaridade com ariculinas de
Euglena gracilis.”

Essa rede estende-se homogeneamente por todo
corpo do parasito, terminando em uma estrutura circular
na extremidade posterior (Figura 3), recentemente
denominada complexo basal, e contém proteinas
caracterizadas como TgMORNI1, TgCentrin 2 ¢ a
cadeia leve da dineina.?

ACTINA, MIOSINA E A MOTILIDADE

Embora nao possua uma estrutura envolvida na
locomogao, como pili, flagelo ou cilios, 7. gondii possui
uma maquinaria motora embebida entre a membrana
plasmatica e o complexo interno de membrana, que
permite a geragdo de forca entre componentes do
citoesqueleto e substratos extracelulares, ocasionando
o mecanismo de deslizamento (gliding). Em poucas
palavras, este supde a adesdo do parasito ao substrato
(por exemplo matriz extracelular, membrana das células
hospedeiras) através de proteinas transmembrana
semelhantes a trombospondina (TRAP), que se
localizam internamente nos micronemas, em 7.
gondii denominada MIC2. A MIC2, por sua por¢ao
citoplasmatica associa-se a filamentos curtos e muito
dindmicos de actina e estes, por sua vez, a TgMyo, um
tipo de miosina exclusivo do 7oxoplasma da classe XIV
(MyoA), miosina de cadeialeve (MLC1) e duas proteinas
associadas a esta maquinaria — GAP45 e GAP50. Esta
ultima é uma proteina integral de membrana, ancorada
em sitios ricos em colesterol no complexo membranar
interno e € responsavel pelo ancoramento desse
complexo proteico,? denominado “glideosome”, a essa
membrana.?? Por fim, a por¢do N-terminal das MIC se
conecta a filamentos de F-actina do parasito através de
uma proteina, a aldolase (Figura 4).232* O resultado das
forcas de adesdo da MIC 2, tracdo da TgMYO, fluxo
de membranas no sentido anteroposterior e ancoragem
do conjunto aos microtiibulos subpeliculares e a rede
subpelicular, corresponde ao deslizamento observado
ao microscopio Optico.”® Ultraestruturalmente, a
presenca de actina e miosina foi detectada inicialmente
por imunofluorescéncia.?® Filamentos de actina foram
observados por microscopia eletronica de transmissao
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com o uso de jasplakinolida, droga que induz a
polimerizagdo dos mesmos.?” Sem o uso de drogas, a
visualizacdo de filamentos de actina em microscopia
eletronica de transmissdao nao foi possivel até o
momento.

ORGANELAS SECRETORIAS ESTAO
ENVOLVIDAS COM A ENTRADA ATIVA
E COM O ESTABELECIMENTO DO
VACUOLO PARASITOFORO

Certamente o que ha de mais caracteristico em 7.
gondii é o seu complexo apical formado pelo conodide
e por organelas secretérias especializadas, as roptrias
€ 0s micronemas.

Micronemas

Os micronemas sdo pequenas estruturas em for-
ma de bastdo de aproximadamente 50nm x 250nm,
que sO sdo encontradas na extremidade anterior do
protozoario (Figuras 1 e 2). Sdo limitados por uma
unidade de membrana e apresentam um conteudo
homogéneo e eletrondenso. Esse contetido ¢é forte-
mente marcado quando se utiliza a técnica do acido
fosfotingstico alcodlico, que detecta proteinas
bésicas. Os micronemas contém um grande namero
de proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmatico e
que apresentam na por¢ao N-terminal uma sequéncia
de aminoacidos que as direcionam para esta organela.
Essas proteinas passam pelo complexo de Golgi e
sdo glicosiladas. Elas sdo designadas como MIC 1,
2 e assim sucessivamente, sendo que até o momento
11 proteinas ja foram identificadas.?® Proteinas do
micronema contém variedade de dominios adesivos,
incluindo as proteinas tipo integrinas (MIC2), as tipo
trombospondina (MIC 1 e 2), as tipo EGF (fator de
crescimento epidermal) (MIC 6, 7, 8 e 9) e as tipo
lectinas (MIC3 e MIC 8), que medeiam interagdes
com componentes da superficie da célula hospedeira.
Algumas dessas proteinas estdo envolvidas no processo
de adesdo do protozoario a superficie da célula
hospedeira, funcionando como adesinas. O conteudo
dos micronemas ¢ liberado nos momentos iniciais da
interacdo com a célula hospedeira, em um processo
regulado por Ca?.?> AMA 1 (antigeno de membrana
apical) € uma outra importante proteina de micronema,
secretada nos momentos iniciais da entrada do parasito
na célula hospedeira e que participa da formagao da
jung¢do mével. Juncdo do tipo ocludente em forma de
anel, que se forma entre as membranas do parasito
e da célula hospedeira no momento da entrada
ativa.
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Roptrias

Asroptrias sdo organelas maiores que os micronemas
e em formato de clava, apresentando a regido basal
mais larga, com uma matriz com aspecto esponjoso, ¢
uma por¢do mais afilada, voltada para a extremidade
apical, conhecida como pescocgo da organela (Figuras 1
e 2). Taquizoitos de 7. gondii apresentam cerca de oito
roptrias. Esta organela é delimitada por uma unidade
de membrana, possui pH acido e também contém
proteinas basicas. Essas proteinas sdo sintetizadas no
reticulo endoplasmatico e apresentam peptideos sinal,
em geral uma sequéncia YXXfi e LL, passando pelo
complexo de Golgi e posteriormente acumulando-se
nas réptrias. Pelo menos 29 proteinas ja tiveram sua
localizagdo confirmada nas réptrias.’® Dentre estas,
24 estdo localizadas na por¢ao basal (bulbo), sendo
denominadas ROPs, e 5 estdo presentes no pescogo,
sendo denominadas RONSs.

A secrecao do conteudo dessas organelas parece ser
sequencial a secre¢do das moléculas dos micronemas,
mas ainda assim bem inicial no processo de invasao do
parasito. Essa secrecdo consiste de ROP1, ROP2/3/4 ¢
ROP18, em conjunto com a proteina de granulo denso,
GRA7, abordada abaixo.** Todas estas moléculas sao
encontradas em pequenas vesiculas ou em esferas tipo
vesiculas, alinhadas em fileiras dentro do citoplasma
e do nucleo da célula antes da invasao parasitaria e
também apods a invasdo no vacuolo parasitoéforo. A
maioria dessas proteinas foi descoberta com o auxilio
da protedmica de roptrias purificadas. Algumas
delas tém seu conteudo secretado durante o processo
inicial de invasdo celular, logo apods a secregdo dos
micronemas.3*3!

Granulos densos

Enquanto os micronemas e as roptrias secretam seus
conteudos durante os processos de adesao e invasdo, um
outro tipo de organela secretoria, os granulos densos
secretam seu conteudo majoriatariamnete na fase
intracelular do ciclo. Os granulos densos sao organelas
esféricas, distribuidas por todo o corpo do parasito, ¢
tém didmetro médio de 0,2um (Figura 1). A matriz
da organela é uniformemente eletrondensa devido a
grande concentracao de proteinas. Estudos da cinética
de infeccdo por 7. gondii em células hospedeiras
demonstraram que o contetdo dos granulos densos ¢
secretado apo6s o término do processo de entrada e se
localiza nos limites do vacuolo parasitoforo (VP). Ao
contrario de roptrias e micronemas, que secretam seu
conteudo na regido apical do parasito, a secrecdo dos
granulos densos ocorre majoritariamente nas regioes
lateral e posterior do corpo do parasito. Uma vez
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secretadas, as GRAs (proteinas localizadas em granulos
densos) sdo encontradas na membrana do VP e narede
intravacuolar, composta de nanotibulos de 60-90 nm
de didmetro.’? Enquanto GRA3, GRAS, GRA7, and
GRARS8 sao incorporadas a membrana do VP, GRA2,
GRA4, and GRA6 formam um complexo que interage
e estabiliza as membranas da rede intravacuolar.’>-

Endomembranas

A rede endomembranar de 7. gondii ¢ composta
por um Uunico reticulo endoplasmatico (RE) e um
unico complexo de Golgi (Figura 2).3* O RE esta
localizado principalmente na area perinuclear, como
parte do envoltério nuclear, que é um compartimento
intermediario obrigatorio para a translocacio entre o
RE e o Golgi.** O complexo de Golgi ¢ formado por
trés a cinco cisternas localizadas na regido anterior ao
envoltorio nuclear, adjacente ao RE.** Em 7. gondii os
centrossomos estdo associados ao complexo de Golgi
nos diferentes estagios do ciclo celular.’’

A existéncia de um sistema lisossomal ndo esta
estabelecida, ja que até o momento nao foi identificado
equivalente morfologico de lisossomas secundarios
em 7. gondii*® No entanto, algumas caracteristicas
das roéptrias, tais como seu pH acido e a presenca
de cisteina e serina proteases,’* sugerem que essas
organelas sejam equivalentes aos lisossomas.*' Outra
organela ausente em 7. gondii ¢ o peroxissomo.*

Mitocondria

Enquanto a maioria dos organismos pluricelulares
possui um grande nimero de mitocondrias, 7. gondii
possui apenas uma mitocondria, longa e ramificada,
conforme demonstrado tanto por imunohistoquimica
quanto por reconstrucao tridimensional.*# Em cortes
ultrafinos observa-se que a membrana interna da
mitocondria unica de 7. gondii possui um grande nimero
de cristas tubulares que sofrem uma leve constri¢do na
regido de fusdo a membrana interna (Figura 5).44 O
genoma mitocondrial dos Apicomplexa é o menor ja
descrito: 6kb.

A mitocondria em 7. gondii pode ser corada com
rodamina 123, demonstrando possuir um potencial de
membrana ativo.* Estudos bioquimicos com taquizoitos
extracelulares mostraram o consumo de oxigénio
na presenca de diversos substratos e sua redu¢do na
presenca de inibidores mitocondriais classicos.*® A
participagdo da mitocondria como geradora de energia
para o parasito, no entanto, é controversa e ainda esta
sob investigacdo. Embora os taquizoitos possuam
mitocondrias com cristas tipicamente associadas
com a respiragao, sua producdo de energia depende
fortemente da glicolise.¥- 48



Além das atividades de fosforilacdo oxidativa, a
mitocondria de 7. gondii também estaria envolvida na
formacgdo de complexos Fe-S, biossintese de heme e
pirimidina.*-%

Apicoplasto

Além da mitocondria, os Apicomplexa em geral
e o T. gondii entre eles possuem uma outra organela de
origem endossimbidtica secundaria: o apicoplasto.’!*
O apicoplasto ¢ uma organela envolta por quatro
membranas e localizada na regido anterior ao nucleo
e adjacente ao complexo de Golgi (Figura 5). Embora
esta organela tenha sido identificada morfologica-
mente desde a década de 1960, apenas recentemente
descobriu-se tratar-se de um plastideo.”! A sua
delimitagao por multiplas membranas poderia fornecer
a primeira pista sobre sua origem, mas este detalhe
passou despercebido por décadas. Somente na década
de 1980, estudos com o DNA extracromossomal
do Plasmodium knowlesi forneceram outras pistas
sobre sua natureza. Além do DNA nuclear, foram
encontrados outros dois, possuindo 35kb e 6kb.33>*

Figura 5. Micrografia eletronica de um corte ultrafino de
taquizoito de Toxoplasma gondii evidenciando a estrutura da
mitocondria (M) com cristas tipicas (bulbosas), roptria (R) e o
apicoplasto (A). No inserto, as quatro membranas que envolvem
o apicoplasto podem ser distinguidas. Barras: 250nm. Inserto:
200nm.
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A analise do DNA de 35kb revelou que este contém
RNA polimerase semelhante a de cianobactérias, o
que sem duvida é uma caracteristica de plastideos.**
O genoma do plastideo de 7. gondii foi sequenciado
por volta de 1997 (GenBank accession U87145) e
demonstrou ser similar tanto em organizacdo quanto
em contetido génico ao encontrado em P. falciparum
e em outras espécies de Apicomplexa, o que faz de
T. gondii um excelente modelo para o estudo do plas-
tideo de Apicomplexa.>*> No entanto, a localizagdo
subcelular desse genoma ainda permanecia um
mistério, até que estudos de hibridizagdo in situ
usando sondas em 7. gondii mostraram que o genoma
de 35kb residia em uma organela localizada na regiao
apical ao nuacleo, a até entdo misteriosa organela
multimembranar, denominada, a partir de entdo, apico-
plasto.>! 3¢

Numerosas micrografias eletronicas mostram a
presenca de quatro membranas ao redor do apicoplasto,’!
de forma que as duas membranas internas seriam do
cloroplasto original, a terceira membrana representaria
a membrana externa da alga vermelha, e a mais
externa derivada do ancestral Apicomplexa (Figura 5
—inserto).”” A presenca de translocadores da membrana
externa (TOC) e interna (TIC) do cloroplasto como
facilitadores do transporte através das membranas
mais internas tem sido especulada.’® A presenca de
TOC em T. gondii ou qualquer outro parasito ndo
foi identificada, mas recentemente a presenca de um
homologo de TIC foi identificada na membrana mais
interna do apicoplasto em 7. gondii.>

Além das fung¢des essenciais para sua manutencao,
como sintese de DNA e proteinas, no apicoplasto
também ocorrem vias metabolicas 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 acessorias
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.*-64

Acidocalcissomos e corpos lipidicos

T. gondii ainda apresenta outras organeclas im-
portantes, como os os acidocalcissomos e 0s corpos
lipidicos. Os acidocalcissomos sdo envoltos por uma
unica unidade de membrana, ocorrendo em numero
de 10 com didametro que varia de 150 a 40nm e se
encontram dispersos aleatoriamente no citoplasma do
parasito (Figura 6). Ao serem incubadas com laranja de
acridina (uma base fraca, fluorescente, que se acumula
em compartimentos acidicos) essas estruturas aparecem
em cor laranja, quando visualizados por microscopia
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de fluorescéncia, mostrando possuir natureza acidica.
Os acidocalcissomos sdo facilmente identificados
através da microanalise de raio-X na microscopia
eletronica. Essas organelas apresentam, além de célcio,
pirofosfato, polifosfato, magnésio, oxigénio, potassio,
cloro e zinco. Os acidocalcissomos possuem uma Ca?*-
ATPase do tipo de membrana envolvida com influxo
de Ca? e duas bombas de prétons — uma H*-ATPase
vacuolar e H*-pirofosfatase vacuolar, que atuam na
acidificacao deste compartimento.®

Figura 6. Corte longitudinal de um taquizoito intracelular de
Toxoplasma gondii, destacando dois acidocalcissomos com as
inclusdes eletrondensas tipicas apontadas por setas. Conoide (c),
roptria (R), apicoplasto (A), ntcleo (N). Inserto: maior aumento
de um dos acidocalcissomos. Barras: 500nm, inserto-200nm.
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Os corpos lipidicos sdo gerados como parte do
metabolismo geral do protozoario e podem representar
uma forma de material de reserva a ser utilizada
posteriormente.®® Estudos mostraram que a atividade
de enzimas envolvidas na sintese de lipidios de reserva
como triacilglicerois e esteres de colesterol estdo
relacionados com a sintese de corpos lipidicos em
T. gondii.o" %

FORMACAO DO VACUOLO
PARASITOFORO E PARTICIPACAO DAS
ORGANELAS SECRETORAS

O processo de invasdo tem inicio quando o
taquizoito entra em contato com a superficie da célula
hospedeira. Normalmente ocorre uma reorientagao
do parasito, posicionando-se perpendicularmente
a superficie celular através do seu polo apical.®
Aparentemente, o 7. gondii ndo tem preferéncias para
se ligar a nenhum subdominio presente na membrana
da célula hospedeira ¢ nem ha a transferéncia de
moléculas desses dominios para a membrana do VP
que se forma.” Isto provavelmente esta ligado ao ciclo
de vida do protozoario. Como ele é capaz de infectar
diferentes tipos celulares, sem ter subdominios para
se ligar a uma célula, ele pode utilizar receptores
e ligantes comuns a todas as células para se ligar a
membrana plasmatica.

No momento da adesdo do taquizoito a superficie
da célula hospedeira, hd secrecdo das proteinas dos
micronemas e roptrias.®” Enquanto ocorre a internalizago
do parasito, forma-se uma estrutura transitoria, a jung¢ao
movel.”! Alexander et al.”? demonstraram que esta
seria formada por um complexo protéico de diferentes
organelas. Esses autores identificaram nesta estrutura as
proteinas AMA 1 (ancorada por GPI e secretada pelos
micronemas) e as RON 2, 4 e 5 (presentes no pescoco
das roptrias e secretadas durante a invasdo).” Ao formar
essa jungdo transitoria, o parasito sofre uma constri¢ao,
deformando seu corpo. Ele suportaria esta constri¢ao
gracas a associacdo dos microtubulos subpeliculares,
rede subpelicular e complexo intramembranar, como
mencionado anteriormente.

Enquanto o parasito invade a célula, ocorre a
formagdo do VP. Esse vactolo tem caracteristicas
nao fusogénicas, evitando a fusdo com os elementos
das vias endo e exociticas da célula hospedeira e
escapando, assim, de uma fusdo com os lisossomas.”
As roptrias, no momento da adesdo e apos a invasao,
secretam seus conteudos na célula hospedeira através
de vesiculas que irdo se fundir com a membrana do
vacuolo.™ Essas vesiculas contém, além de proteinas
(as ROPs), estruturas membranares que irdo fazer



parte da membrana vacuolar. Ja foi demonstrado que
ha necessidade do colesterol da célula hospedeira para
que o conteudo dessas organelas seja secretado e ocorra
a formac¢ao do VP.”> A membrana do vacuolo ¢ formada
majoritariamente por lipidios da membrana plasmatica
da célula hospedeira: somente 20% dos lipidios sao
secretados pelo proprio parasito.”

Durante o estabelecimento da infec¢do ocorre
um remodelamento das estruturas da célula
hospedeira ao redor do VP. ROP2, que ¢ uma proteina
transmembranar que expde sua por¢do N-terminal
no citoplasma da célula hospedeira, apresenta uma
sequéncia de aminoacidos que se assemelha ao sinal
de importagdo mitocondrial.””7® Assim, esta por¢ao da
ROP2 ¢ inserida na membrana externa mitocondrial
(demonstrado com mitocondrias ex vivo), promovendo
a associacdo da membrana do VP com a mitocondria.
A associacdo com a mitocondria, além da ligagdo com
o reticulo endoplasmatico (por um mecanismo ainda
ndo definido) facilitaria a aquisi¢do de lipideos pelo
parasito.”

Halonen e Weidner®® mostraram que, em astrocitos
in vitro, além dessas duas organelas (mitocondria e
reticulo endoplasmatico), o VP também seria circundado
por filamentos intermediarios. Esses autores acreditam
que este fato facilitaria a localizacdo do VP perto do
nucleo celular, favorecendo a interceptag@o de purinas
pelo parasito, ja que ele ndo ¢ capaz de realizar a sintese
de novo de purinas. ¥

Lemgruber et al.’! mostraram através da técnica
de criofratura que, apds a entrada de 7. gondii, a
membrana do VP apresenta densidade de proteinas
intramembranosas de aproximadamente 300 parti-
culas/um? e, apds o primeiro ciclo de replicacdo,
quatro vezes este numero, que permanece constante
até o final do ciclo celular, apesar do aumento do
volume da estrutura.®’ Schwab et al.’? observaram que
moléculas de até 1300Da teriam livre passagem entre
o citoplasma da célula hospedeira e a matriz do VP.
Assim, sugeriram que proteinas presentes na membrana
do VP estariam associadas umas as outras, formando
poros, os quais permitiriam o trafego de solutos de
baixo peso molecular, que o parasito poderia usar no
seu metabolismo.*

A REDE INTRAVACUOLAR

O VP propicia um ambiente favoravel a sobre-
vivéncia e multiplicacdo de 7. gondii, incluindo a
rede intravacuolar, uma intrincada rede de tabulos
limitados por unidade de membrana, resultado de
secrecdo dos granulos densos. De didmetro uniforme
de cerca de 30nm, os tabulos podem se bifurcar ou
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ndo (Figura 7). Ja foi observada a fusdo entre os
tibulos € a membrana do VP, mas ndo entre o tibulo
e a membrana do parasito.®*** Com relacdo a func¢éo
dessa rede, aventou-se que poderia servir como rede
de captacdo de nutrientes do citossol para o vacuolo.
Entretanto, uma vez que a membrana do vacuolo ¢
permeavel a moléculas de até 1.300Da,*? a fungio
mais razoavel dessa rede, conforme observado por
Magno et al.,** seria a de sustentacio e organizacio da
roseta de parasitos a medida que se sucedem os ciclos
endodiogénicos.

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura de alta resolucao
onde se observa no interior de um vacuolo parasitoforo (VP)
a conformagdo em roseta dos taquizoitos apos sucessivos
ciclos de divisdo endodiogénica. Uma rede de nanotibulos
(seta) contribui na estabilidade do conjunto. Cabeca de seta:
microporo de um taquizoito. Barra: 1pm.

MUDANCAS ESTRUTURAIS DO
TAQUIZOITO DURANTE O PROCESSO DE
ENDODIOGENIA

Uma vez estabelecida a infec¢do na célula
hospedeira, 7. gondii inicia um processo de divisdo
chamado de endodiogenia. A endodiogenia ¢ uma
forma especializada de reproducao na qual duas células
filhas sdo formadas no interior de uma célula mae, que
se degenera ao fim do processo.** Esta forma de divisao
exclusiva ocorre durante a formagdo de taquizoitos
e bradizoitos, e difere do processo que ocorre nos
enterocitos do hospedeiro definitivo ou no interior do
oocisto.
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O inicio da endodiogenia é marcado pelo alon-
gamento do complexo de Golgi e do apicoplasto,
seguida da divisdao do centrossomo na porg¢ao posterior
ao nucleo e do complexo de Golgi. Em seguida, ocorre
o aparecimento de dois novos complexos apicais
rudimentares, consistindo de condide, anéis apicais ¢
anel polar posterior, que irdo nuclear os microtabulos
subpeliculares e o complexo interno de membrana.®
Essas estruturas membranares comeg¢am a definir as
células filhas dentro do citoplasma da célula mae.
Conforme as células filhas se estendem, os nucleos
finalizam a replicagdo do seu DNA e assumem um
formato lobular, semelhante a uma ferradura, onde
a cromatina se distribui de maneira equivalente em
dire¢do aos polos opostos para formar o fuso intranuclear
(Figura 8). Em 7 gondii a divisdo nuclear ocorre por
uma endomitose fechada, ou seja, o envelope nuclear
permanece intacto.

A medida que o complexo interno de membranas
associado aos microtibulos estende-se, engloba
primeiramente os centrossomos ¢ o Golgi, seguidos
pelo apicoplasto, ntcleo e RE ja divididos. A partir
deste ponto a célula mae torna-se mais esférica e
um novo conjunto de organelas apicais (roptrias e
micronemas) ¢ formado nos dois polos anteriores das
células filhas nascentes (Figura 8). A participagdo de
proteinas relacionadas a dinamina foi recentemente
descrita como essencial para a divisdo do apicoplasto
e a sintese de novo de organelas secretorias (roptrias e
micronemas) durante o processo de divisdo.®”

A mitocondria ¢ a Gltima organela a ser incorporada
durante esse processo. A replicagdo tanto do apicoplasto
quanto da mitocondria ¢ dependente da divisdo celular,
ao contrario de outros eucariotos onde a replicagdo de
organelas de origem endossimbiotica ¢ autonoma. Cada
c¢lula filha continua sua maturagdo até que o citoplasma
e todo o seu conteudo estejam divididos entre as duas
proles. Eventualmente, o complexo interno de membrana
da mae desaparece e a membrana plasmatica original
¢ usada para envolver as duas células jovens. Uma
clivagem iniciada no poélo anterior estende-se através
das células filhas e durante esse processo a formagao da
membrana plasmatica das células filhas ocorre através
da fusdo de novas membranas provenientes do trafico
vesicular mediado por Rab-11.% Ao fim desse processo,
restardo duas células filhas e um corpo residual na
extremidade posterior (Figura §B).

Os parasitos resultantes das divisdes celulares
organizam-se na forma de rosetas dentro do VP e,
apos sucessivas multiplicagdes, atravessam ativamente
a membrana do vactolo e da célula hospedeira, que
acaba por romper-se, liberando novos taquizoitos
capazes de infectar outras células.
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Figura 8. Etapas da endodiogenia observadas ao microscopio
eletronico de transmissdo. (A) Dois taquizoitos em processo
de endodiogenia. Apenas no mais inferior observam-se os
perfis das duas células filhas (CF). No que se encontra acima
deste, apenas uma das células filhas ¢ observada. (B) Final do
processo de endodiogenia onde se observam apenas as células
filhas. Remanescentes da pelicula mais externa da célula
mae estdo assinalados pela seta e o corpo residual com uma
estrela. (C) Diagrama simplificado do processo de divisdo do
Toxoplasma gondii por endodiogenia. No inicio da divisao, dois
complexos apicais comegam a se desenvolver no meio da célula
lembrando um conoide rudimentar e um centro organizador de
microtibulos. O nicleo assume formato de ferradura. A medida
em que o complexo interno se estende a partir destas estruturas,
o nucleo, apicoplasto e a mitocondria dividem-se entre as duas
células filhas em formagao. Ao término, as células filhas brotam
e sdo envoltas pela membrana plasmatica da célula mae até a
cisdo completa. As células podem permanecer unidas por um
corpo residual. Barras: 1pum.

PERSPECTIVAS

A evolugdo e o surgimento de novas técnicas
tém contribuido para o melhor conhecimento da
ultraestrutura de 7. gondii, permitindo a correlagdo
entre forma e func¢do. Da descrigao inicial de Nicolle e
Manceaux na Tunisia e de Alfonso Splendore no Brasil,



cem anos atras, até nossos dias, varias descobertas
importantes sobre a estrutura e biologia foram sendo
elucidadas gracas a técnicas de microscopia eletronica
e Optica. Mesmo assim, muitos aspectos ainda per-
manecem obscuros, tais como: localizagao precisa da
rede subpelicular no sistema pelicula-microtabulos;
dindmica de secrecdo dos micronemas; possivel
existéncia de uma associac¢ao entre envoltorio nuclear/
reticulo endoplasmatico/apicoplasto; forma como os
granulos densos dao origem a rede intravacuolar, dentre
outros aspectos do ciclo intracelular de 7. gondii. A
partir destas informacdes e de sua associagdo a dados
moleculares e bioquimicos, serda possivel entender
melhor a organizagdo morfo-funcional de 7. gondii e
desenvolver novas terapias de combate a esse intrigante
parasito e a doenca causada por ele, a toxoplasmose.
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