ATUALIZACAO

ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS DO PROCESSO DE DIVISAO DO
TOXOPLASMA GONDII

Wanderley de Souza *

Neste trabalho ¢ feita uma revisdo sobre alguns aspectos biologizos do
Toxoplasma gondii, principalmente sobre a ultraestrutura da forma interfdsica
e as modificacGes ultraestruturais que ocorrem no parasito durante o seu pro-
cesso de divisdo.

Considera-se inicialmente o processo de divisdo bindria admitindo-se,
porém, a possibilidade de que as imagens interpretadas como sendo de divisdo
bindria representem estdgios da divisdo por endodiogenia.

Quanto a endodiogenia descrevem-se as alteracées rue ocorrem na “para-
sito mde” durante o processo de formacgdo dos dois “parasitos filhos”. Este
processo é semelhante no Toxoplasma gondii, Besnoitia jellisoni, Sarcocystis
tenella e Frenkelia. Discute-se a possibilidade da formacdo de mais de dois
“parasitos filhos” por um processo de endopoligenia, bem como o processo de
esquizogonia. Os resultados mais recentes mosiram aue ndo existe esquizogo-
nia nas formas vegetativas do Toxoplasma gondii, sendo que as imagens intzr-
pretadas como tal, ao microscopio Otico, sGo o resultado de endodiogenias su-
cessivas em que 0s endozoitas formados permanecem ligados entre si pela regiGo
posterior. A esquizogonia é, no entanto, encontrada nas formas que se desen-
volvem no interior de células epiteliais do intestino do gato, que é o hospe-
deiro definitivo do Toxoplasma gondii. Discute-se o conceito de esquizogonia,
comparando-o em trés protozodrios: Eimeria bcvis, E. callospermophili e Plas-
modium juxtanucleare, que apresentam diferencas entre si quanto ao processo
de iniciacdo da individualizacdo dos “parasitos filhos”. Refere-se ¢ recente
hipotese que considera a endodiogenia como o processo fundamental de divisdo
dos esporozodrios, ocorrendo na fase final da esquizogonia.

Finalmente é acentuado o papel que a microscopia eletrénica aliada ds
modernas técnicas de citoguim’ca e imunocitoquim’'ca poderd desempenhar no
sentido de um melhor conhecimenio da biologia do Toxoplasma gondii e da
fisiopatogenia da Toxoplasmose,
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com ciclo de vida simples, apresentando
formas vegetativas obrigatoriamente in-
tracelulares. No entanto, os resultados re-
centes mostram gue o seu ciclo de vida é
complexo, apresentando formas esquizogd-
nicas e gametogdnicas que se desenvolvem
no epitélio do intestino do gato, levando a
formacdo de oocistos que sdo liberados pe-
las fezes desse animal (10, 20) .

Os primeiros estudos realizados com o
Toxoplasma mo:ztraram que ele necessita
de uma célula hospedeira para a sua so-
brevivéncia e apresenta um comportamen-
to semelhante ao apresentado por alguns
virus (40) . Diversos estudos foram feitos
com o objetivo de explicar a razao desta
dependéncia do parasito pelo citoplasma
de uma célula hospedeira.

Varias tentativas foram feitas no sen-
tido de se encontrar um meio no qual o
Toxoplasma pudesse ser cultivado, e que
permitisse a obtencio de quantidades su-
ficientemente grandes de parasitos, que
possibilitassem a realiza¢ao de estudos bio-
quimicos. Infelizmente todas as tentativas
realizadas até o mocmento, visando a ob-
tencio de um meio sintético para o cultivo
do Toxoplasma, foram negativas. Nessas
tentativas foram utilizados meios usual-
mente aplicados ao cultivo de bactérias,
fungos e protozoarios. Destaque especial
deve ser dado & verificacdo inicial feita
por Levaditi et al (23) de que o Toxoplas-
ma existente em fragmentos de cérebro
de pintos e pombos com toxoplasmose, po-
deria infectar tecidos normais colocados
em intimo contato com o tecido parasitado
num sistema de cultura de tecidos. Meyer
et al (3, 15, 26, 32) coenfirmaram esses re-
sultados e, aperfeicoando a técnica, mos-
traram que o Torxoplasma pode ser mantido
indefinidamente em culturas de tecido.
Com esta técnica estudaram a penetracédo
do parasito na célula, sua multiplicacéo,
formacdo de rosaceas e rompimento da
célula hospedeira, liberando parasitos para
0 espaco intercelular. Estes aspectos po-
dem ser melhor apreciados no recente es-
tudo micrecinematografico, em contraste
de fase, realizado por Meyer e de Oliveira
Musacchio (32) . Tomando por base os tra-
balhos iniciais de Meyer et al, grande
nuamero de autores passou a utilizar a
cultura de tecidos como um modelo de
toxoplasmose experimental, quer para es-
tudos imunolégicos, quer para teste de

substancias com possivel acdo letal sobre
o parasito. Com a evolugdo da técnica de
cultura de tecidos surgiu a cultura de cé-
lulas isoladas por tfripsinisacdo e que pas-
sou a ser também utilizada para o cultivo
do Toxoplasma.

Logo no inicio do desenvolvimento da
microscopia eletrénica, esta técnica foi
aplicada ao estudo do Torxoplasma. Meyer
e de Andrade Mendonga (27), realizaram
as primeiras observac¢des do parasito in
toto. No entanto, devido & espessura do
parasito, ndo havia suficiente penetracao
do feixe eletronico de modo que pouca in-
formacdc pode ser obtida. Posteriormente
Gustafson et al (16) e outros autores (4, 5,
11, 12, 21, 22, 28, 31, 33, 34, 37, 43, 45, 50, 51,
54-56) utilizando a técnica dos cortes ul-
trafinos, mostraram que o Toxoplasma nao
s6 apresenta praticamente todas as estru-
turas conhecidas em outros protozoarios,
como também dispoe de estruturas que
lhe sao caracteristicas, A utilizacdo re-
cente das técnicas de biologia celular ao
estudo do Toxoplasma tem fornecido al-
guns dados, ainda que preliminares, mas
que comecam a elucidar algumas das di-
vidas ainda existentes.

Inicialmente acreditou-se que o Toxo-
plasma se dividia pelo processo de fissdo
binaria, tal como ocorre em varios proto-
zoarios. Foi também descrito um processo
de divisao nuclear maultipla, do tipo esqui-
zogdnico. Mais recentemente observou-se
um tipo especial de divisio em que se for-
mam dois parasitos filhos dentro do para-
sito mae. Tal processo é chamado de en-
dodiogenia. Nas observacdzs usualmente
realizadas em esfregacos, cortes histologi-
cos € mesmo in vitro em culturas de tecido,
com O microscdpio de contraste de fase,
nao é possivel se obter uma idéia completa
do processo de divisdo. No caso parti-
cular da divisdo por endodiogenia descrita
por Goldman et al (13, 14), as imagens
a0 convincentes devido & técnica especial
de impregnac¢ado pelo proteinato de prata,
usada pelos auotres.

Certamente sé a microscopia eletrdnica
pode esclarecer, até certo ponto, o proces-
so de divi:do do Toxoplasma. Como este
processo envolve modilicacdes ultraestru-
turais do parasito € indispenszavel uma
descricdo, ainda que resumida, da ultraes-
trutura do Toxoplasma gondii na sua for-
ma, interfasica.
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ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS
DO TOXOPLASMA GONDII

Ao microseépio dtico observa-se que o
Toxoplasma tem uma forma de ‘banana”.
O seu comprimento varia entre 4-§ um; a
sua largura, em torno de 2-4 u.m (Fig.
le?2).

a) Envoliério do parasito — O Toxoplas-

ma é envolvido por um ristema de mem-
branas constituido por uma membrana
externa de natureza trilaminar cuja es-

o
pessura é de 70-80 A e que 0 envolve com-
pletamente. Logo abaixo, a uma distancia

o
varidvel (entre 100-200 A, encontra-se uma
membrana média cuja espessura é de

[+
180 A e que ndo envolve completamente o
parasito, estando interrompida na porgao
mais apical da regido anterior (complexo
apical) e ao nivel de uma estrutura exis-
tente na parte lateral do parasito que tem
sido designada por citéstomo. Ao mnivel
dessa estrutura, a membrana externa sofre
apenas uma pequena depressio. Segundo
Vivier e Petitprez (52) a membrana inter-
na é na realidade constituida por duas,
uma média e uma interna; as duas perma-
necem sempre juntas, havendo um espaco
[+]

entre elas varidvel em torno de 25 a 75 A.
* Tanto a membrana média como a interna,
apresentam estrutura trilaminar cuja es-

o

pessura é de 75 A. Como estas duas mem-
branas estio sempre juntas, o termo mem-
‘bra interna seri utilizado para designa-las.

Um citéstomo é hoje considerado como
uma abertura no corpo celular, visivel ao
microscépio ético, através do qual o para-
sito se alimenta (24). A estrutura obser-
vada no Toxoplasma, apresentando peque-
nas dimensdées (0,04 — 0,05 ym de dia-
metro por 0,15 pm de profundidade) nao
é visivel ao microscépio 6tico e nem o seu
papel na ingestdo de alimentos esta per-
feitamente demonstrado; portanto nido se
enquadra na definicado de citéstomo. Ela é
também chamada por alguns autores de
“micropyle”, denominacio essa que devia
ser utilizada apenas para designar uma
abertura (ou posicdo de abertura) exis-
tente na parede de um oocisto. O termo
mais correto para designar essa estrutura
no Torxoplasma seria “micropore”, definido
por Levine (24) como sendo uma abertura
lateral de um esporozoita ou outros esta-
gios encontrados em protozoarios de sub-

filo Apicomplexa, visivel apenas com ¢ mi-
croscopio eletronico e utilizado em alguns
parasitos para a ingestdo de alimentos.
Estudos de Rudzinska et al (39), Aikawa
et al (1) em parasitos da malaria, de-
monstram que esta estrutura é utilizada
para a ingestio de material da célula
hospedeira (heméacea) que pode ser facil-
mente distinguido do citoplasma do para-
sito devido a alta densidade eletrénica do
citoplasma da hemaéicea. No entanto, no
caso do Toxoplasma ainda nao foi possivel
demonstrar que este fendmeno também
ocorra, embora sejam encontradas no cito-
plasma do parasito certas estruturas que
correspondem 20s vaciolos digestivos exis-
tentes nos parasitos da malaria.

b) . Regido 'Anterior {complexo apical) —

Nessa regiao encontra-se uma. estrutura
cilindrica, o conoide, constituida por 3
anéis polares, Partindo do anel polar in-
ferior originam-se 22 microtibulos que,
dispondo-se na periferia, logo abaixo da
membrana interna, projetam-se para a re-
giao posterior do parasito onde terminam
livrvemente (4) . Esses microtibulos podem
alcancar um comprimento em torno de
8 um. Apre:entam uma espessura varidvel

0
entre 180-230 A, com estriacdes transver-

a

sais euja periodicidade é de cerca de 80 A.
Os microtuabulos foram interpretados como
sendo de natureza contratil e responsaveis
pela. movimentacdo do parasito, principal-
mente quando ele esta fora da célula, no
espa¢o intercelular, procurando penetrar
no interior de uma nova célula hospedei-
ra. Nas preparacdes em que se utiliza a
técnica de inclusdo e corte ultrafino os
microtibulos nem sempre podem ser bem
visualizados. A técnica mais indicada para
a sua visualizacdo é a de coloragdo nega-
tiva, com acido fosfotungstico, aplicada a
uma suspensdo de Dparasitos integros ou
submetidos a choque osmoético (4) (Fig. 5) .
Ja pela técnica dos cortes é possivel ver
que o condide é constituido por 3 anéis
polares, apresentando uma estrutura qua-
driculada (Fig. 2). Quando examinado
pela técnica de coloracido negativa verifi-
ca-se que os microtiibulos que tém origem
no primeiro anel polar, projetam-se tam-
bém para a parte superior do condide de
modo a se cruzarem, conferindo ao condéide
0 aspecto quadriculado acima mencionado.
Os microtibulos encontram entdo o segun-



48 ‘ Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

Vol. VIIT — N° 1

do anel polar e dai projetam-se para o ter-
ceiro anel polar (por¢ao mais anterior do
conéide), na parede da qual parecem es-
tar dispostos paralelamente e em intimo
contato. Dessa forma, podemos considerar
o0 conéide como uma estrutura cilindrica
cuja parede é constituida por microtiubu-
los (5) (Fig. 7). Em algumas oca:ides
observa-se junto ao conéide a presenca de
vesiculas do tipo pinocitético, sugerindo a
existéncia de um processo de pinocitose
nessa regiao (55).

Além do condide encontram-se na re-
giao anterior, varias estruturas eletroden-
sas, delimitadas por membrana. Apresen-
tam uma base mais larga, localizada na
regidao média do parasito, e se afinam a
medida que se dirigem para a regido an-
terior, chegando a penetrarem no condide
(Fig. 2 e 7). Algumas vezes elas apresen-
tam um aspecto vesicular. Estruturas se-
melhantes tém sido encontradas em gran-
‘de nimero de parasitos, recebendo dife-
rentes denominacoes. Gustafson et al (16)
a0 descrevé-las pela primeira vez no Toxo-
plasma, chamaram-nas de toxonemas, pen-
sando serem elas estruturas caracteristicas
do Tozoplasma. No entanto, estruturas se-
melhantes foram descritas posteriormente
em outros protozoarios onde receberam
desinagoes tais como corpos densos, lan-
kesteronemas, eimerionemas e organela
pareada, sendo esta ultima denominacdo
muito utilizada para os parasitos da ma-
laria, por apresentarem apenas duas des-
tas organelas (41) . Mais recentemente tem
sido utilizado o termo roptria para desig-
na-las numa tentativa de uniformizacao
(24) . Sheffield e Melton (50) descrevem
no Toxoplasma a existéncia de certas es-
truturas também localizadas na regiao an-
terior; sdo chamadas de micronemas. Se-
gundo eles tais estruturas devem estar
relacionadas com as roptrias ou mesmo,
como aceito pela maioria dos autores, se-
rem estagios diferentes de uma mesma
organela.

O papel funcional das roptrias ainda
nao esta suficientemente esclarecido. Se-
gundo alguns autores elas estdo relacio-
nadas com o processo de penetragio do
parasito. Alguns trabalhos tém mostrado
que, quando se adiciona hialuronidase ou
lisosima ao meio de cultura para o cultivo
de células e as infecta com Toxoplasma,
0 numero de parasitos que penetram nas

células corresponde ao dobro da situacao
controle. Esse fato apoia a idsia de que
0 Torxoplasma no seu processo de pene-
tracdo ativa, lance méo de substancias com
acdo semelhante 4 da hialuronidase (25).
Como a tUnica estrutura existente noc To-
zoplasma que tem um aspecto de secrecio
sao as roptrias, e levando-se em conside-
racdo a sua localizacfo, admite-se que elas
sejam reservatérios de substdncias proteo-
liticas. Estudo citoquimico recente, com o
uso do microscopio eletrdonico, demonstra
a presen¢a de mucopolissacarideos e fos-
fatase acida nestas organelas (55). Em
trabalho recente, sugerimos que o Toxo-
plasma penetra no interior das células li-
berando substiancias proteoliticas existen-
tes nas roptrias, gracas a uma contracao
dos microtibulos, que constituem a parede
do condide, que desempenharia o papel de
um esfincter (5). Embora neste caso es-
tejamos raciocinando em fungio de um
mecanismo ativo de penetracdo, nao ex-
cluimos a possibilidade, sem davida algu-
ma existente, que também haja penetracao
passiva do parasito, isto é, através de um
processo de fagocitose por parte da célu-
la (22).

¢) Outras Regibes — O nucleo do Toxo-

plasma esta localizado na regido central
com tendéncia a regido posterior. B de
forma mais ou menos esférica e envolvido
por dupla membrana que apresenta poros.
A cromatina encontra-se espalhada por
todo o nucleo; um ou dois nucléolos podem
ser vistos as vezes localizados no centro, e
as vezes acolados a4 membrana nuclear
(Fig. 2). Recentemente foi descrita a pre-
senc¢a de um centriolo, constituido por 9
microtubulos periféricos e uma estrutura
tubular central, e localizada na regido an-
terior, préximo ao nficleo (55). Tal ocor-
réncia foi por nés confirmada (Meyer e
de Souza, dados ndo publicados) . Este cen-
triolo é semelhante ao descrito em Eime-
ria necatrix durante o seu desenvolvimen-
to esquizogénico no epitélio intestinal da
galinha doméstica (7, 8). Em formas pro-
liferativas intracelulares do Toxoplasma
em culturas de tecido enconframos a pre-
senca de uma placa eletrodensa semelhan-
te & descrita em parasitos da malaria
(Meyer e de Souza, dados ndo publicados)
de onde partiam varios microtabulos que
pareciam constituir um fuso.






Figura 1 — Toxoplasmas no citoplasma de células do epitélio pigmen-
tar da iris de embrido de pinto mantido em culturas de tecido.
Os parasitos se multiplicam nos vacuolos citoplasméticos da célula
hospedeira de maneira desordenada, sem formarem rosiceas. No cito-
plasma da célula hospedeira observa-se a presenca de granulos eletro-
densos que correspondem aos granulos de melaning existentes na
célula pigmentar,

Material fixado em glutaraldeido 2,5% e péds-fixado em tetréxido
de Osmio 1%. .

Aumento: 3.750 x






Figurq 2 — Maior aumento da regifio assinalada na figura anterior
(=3 ) mostrando um Toxoplasma em corte longitudinal. Vé-se o
conoide (C), “micropore” (MI), estruturas eletrondensas correspon-
dente as Roptrias (R), Nucleo (N) e Citoplasma. Aumento: 25.000 x.

Figura 3 — Toxoplasma em divisdo mostrando a formag¢ho da mem-
brana espessa (seta) logo acima do nucleo do parasito (N). Aumento:
20.000 x.

Figura 4 — Corte transversal do Toxoplasma em divisio. Observa-se

a presencga de dois nucleos (N, e N 9) incorporados a dois “parasitos
filhos” que j& estdo delimitados por uma membrana (setas), perma-
necendo no interior do “parasito mae” (PM). Aumento: 20.000 x.






Figura 5 — 2 Toxcplasma submetidos a chogue osmético e preparado
pela técnica de coloracido negativa com o acido fosfotungstico (4, 5).
Observa-se o complexo arranjo de microtubulos (MT) constituindo
o conoide (C). A partir do primeiro anel polar do concide (AP)
22 microtubulos (MT) projetam-se para a regido posterior do parasito.

Aumento: 60.000 x.
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Situado na regiao anterior do parasito
e proximo ao nucleo, observam-se 0s Sa-
culos e vesiculas que constituem o comple-
x0 de Golgi. A sua localizacdo nessa re-
gido tem duas implicacdées importantes:
uma, estd ligada a seu papel secretor e que
estaria relacionado com as roptrias, e a
‘outra, ao seu papel na formacido de mem-
branas celulares e que teria rela¢cao com o
processo de divisdo do parasito, como sera
explicado oportunamente.

Além dessas estruturas descritas, o To-
roplasma apresenta um reticulo endoplas-
matico predominantemente do tipo rugoso
e localizado lateral e posteriormente ao
nucleo. Ribossomos livres encontram-se
distribuidos uniformemente por todo o ci-
toplasma. Observa-se, também, a presenca
de mitocondrias que apresentam cristas do
tipo tubular, como encontradas em outros
protozoarios. Também se observam no ci-
toplasma certos granulos densos, vesiculas
plurimembranosas, vactolos e granulos de
paraglicogénio, cujo significado fisiolégico
nao esta estabelecido. HA tambim certas
estruturas que aparecem durante a divisao
e que serao oportunamente descritas
(Fig. 6) .

DIVISAO DO TOXOPLASMA

A maneira pela qual o Toxoplasma se
multiplica tem sido motivo de grande dis-
cussdo. Sempre prevaleceu a idéia de que
ele se dividia pelo processo de fissdo bina-
ria. Pereira de Castro verificou que em cul-
tura de tecidos ocorre divisdo esquizogé-
nica e observou casos em que 32 nucleos
haviam sido formados sem a divisdo do
citoplasma (35) . Estudando o Toxoplasma
em liquido peritoneal, através de métodos
de impregnacao pela prata, Goldman et al
(13, 14) descreveram para o0 Tozxoplasma
gondii e Besnoitia jellisoni um processo em
que havia a formac¢do de dois parasitos fi-
lhos dentro de um, que eles denominaram
de endodiogenia. O mesmo processo de di-
visao foi também descrito nas formas cis-
ticas do Sarcoccystis tenella (44), onde
além disso ocorre divisdo binaria, e em
Frenkelia (M-Organism) (43).

Sheffield ¢ Melton (50), estudando o
Toxoplasma em cultura de células, ao mi-
croscopio eletroénico, sugerem que a endo-
diogenia seja o Unico processo de divisao
que ocorre no Torxoplasma. Olisa (34) es-

tudando o Torxoplasma no exsudato perito-
neal, encontrou reproducio por fissio bi-
naria bem como um processo de divisao
maultipla do nitcleo, semelhante a esquizo-
gonia. Ela também descreveu um outro
processo em que o parasito libera numero-
sas “células” contendo pequenos corpos
aparentemente de origem nuclear. Ela su-
gere que este € um importante processo de
reproducao, em que os corpos chamados de
“morulae” sdao liberados na regido do co-
néide. No entanto, este processo de divisao
nao encontra nenhum apoio na literatura
sobre o assunto. Ela nac encontrou ima-
gens que sugerissem uma divisdo por endo-
diogenia.

Resumindo podemos dizer que de um
modo geral trés tipos de divisao podem ser
considerados para o Toxoplasma: (a) o
processo de fissdo binaria, (b) endodioge-
nia e (¢) a esquizogonia. A seguir sera des-
crito cada um destes processos.

DIVISAO BINARIA

Este era o tipo de divisdo aceito pela
maioria dos autores, antes dos trabalhos
de Goldman et al (13, 14), descrevendo a
endodiogenia. Segundo alguns autores, como
Sheffield e Melton, tal tipo de divisao ndo
ocorre no Toxoplasma.

E um processo de divisdo onde h4 ini-
cialmente uma divisdo nuclear e a seguir,
a divisdo do citoplasma que ocorre gracas
a uma invaginacido da membrana celular,
com conseqilente formacdo de dois para-
sitos filhos que entao se separam. Um
exemplo tipico é o que ocorre com as for-
mas amastigotas intracelulares do Trypa-
nosoma cruzi.

Segundo Vivier e Petitprez (52), no caso
do Toxoplasma é apenas a membrana in-
terna do parasito que se invagina e se in-
sinua ao nivel da constriccio nuclear. A
membrana externa permaneceria integra.
Com a evolucdo do processo haveria uma
situacao semelhante ao que ocorre na en-
dodiogenia, isto é, a existéncia de dois
“parasitos filhos”, delimitados por uma
membrana espessa e envolvidos pela mem-
brana externa do “parasito méae”. Os dois
parasitos recém-formados, ao se liberarem,
receberao a sua membrana externa de ma-
neira semelhante ao que ocorre na endo-
diogenia.



7

Figura 6 — Esguema do Toxoplasma em interfase, mostrando

a membrana externa (M;) e a interna (M,), o “micropore”

(MI), nucleo (N), complexo de Golgi (G), mitocOndria (M),
roptrias (R) e o conoide (C).

Figura 7 — Esquema que mostra o ccmplexo apical do Toxo-
plasma. M, e M, representam as membrinas externa e interna,
respectivamente. O conoide (C) é visto como uma estrutura
cilindrica, cuja parede é constituida por microtibulos (MTP).
No interlor do cilindro penetram as porg¢des termingis das
réptrias (R). Partinco do anel polar inferior do conoide (AP)
saem os microtibulos que projetam-se para a regiio posterior
do parasito (MT). :
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Ainda nio esta claro se o processo de
divisao binaria realmente ocorre no Toxo-
plasma. & possivel que as imagens inter-
pretadas como sendo uma divisdo bindria.
representem estagios de divisao por endo-
diogenia.

ENDODIOGENIA

O primeiro sinal de que o parasito vai
entrar em divisdo por endodiogenia é o
aparecimento de duas zonas de Golgi, se-
paradas e proximas a superficie anterior
do nucleo. Sheffield e Melton (50) obser-
varam proximo ao complexo de Golgi uma
estrutura ovoide, homogénea, medindo
aproximadamente 0,28-0,48 ym por 0,3-1,0
pm, sendo envolvida por varias membra-
nas. Tal estrutura é chamada de adjunto
de Golgi. As vezes é observado um aspecto
de constriccdo nessa estrutura, sugerindo
que ela se divide transversalmente. O par
resultante se separa e as duas estruturas
permanecem lateralmente situadas em re-
lacao ao nucleo. E possivel que esta estru-
tura so exista nos parasitos em divisao.

Anteriormente ao nucleo aparecem uma
ou mais estruturas circulares, de aspecto
denso, envolvidas por membrana e com um
didmetro de cerca de 0,3 um. Essas estru-
turas apresentam no seu interior areas de
menor eletrondensidade. E possivel que re-
presentem os precursores das roptrias en-
contradas nos organismos filhos apés se
completar a divisdo. Segundo Van der
Zypen e Piekarski (56) nos dois polos an-
teriores do ntcleo observa-se um corpo ele-
trondenso que foi identificado por métodos
citogquimicos como sendo constituido por
DNA, e chamado de “E-bcdy” (E = endo-
diogenia). Segundo estes autores, este cor-
po seria o indutor do processo de endo-
dicgenia, que, sendo precocemente liberado
do nucleo, iria constituir a matriz dos fu-
turos nucleos. Estruturas semelhantes fo-
ram encontradas por outros autores que as
interpretaram como sendo fragmentos do
nucléolo.

Quando o “parasito filho” comeca a se
formar, aparece na porcao anterior do
“parasito mae” uma membrana espessa
que serd a futura membrana interna do
endozoita em formacdo (Fig. 3 e 8). Ela
se acha proxima ao nucleo, que a esta al-
tura estd formando uma invaginacido na
membrana da sua face anterior, assumin-

do assim uma forma bilobada. A mem-
brana em formacio se estende progressi-
vamente no sentido posterior, & medida que
o nucleo vai se estrangulando, engloban-
do-o junto com porcdes citoplasmaticas do
“parasito mae ” (Fig. 9) . J& nas primeiras
fases do aparecimento da membrana es-
pessa observa-se a presenca do condide.
Nesse primeiro estagio ja ha divisio do
nucleo, que apresenta duas condensagdes
conicas que formam o polo nuclear. A
membrana nuclear permanece intacta du-
rante a divisdo, exceto nessas areas pola-
res. Imagens semelhantes foram observa-
das em Eimeria necatrix onde foi demons-
trada a existéncia de microtibulos consti-
tuindo um fuso (7, 8). £ possivel que os
microtibulos que observamos em formas
proliferativas do Toxoplasma e associados
a uma placa eletrondensa, tenham sua ori-
gem no polo nuclear e constituam um fuso
intranuclear (Meyer e de Souza, dados nao
publicados), & semelhanca do que ocorre
em outros protozoarias (1, 6, 7, 8, 17, 19).

A medida que a membranas nuclear se
invagina e a membrana espessa se apro-
funda, os dois‘ “parasitos filhos” vdo to-
mando forma. Numa etapa posterior o
nucleo se divide completamente e os dois
parasitos ja praticamente formados per-
manecem ainda ligados pela regido poste-
rior, separando-se posteriormente. Chega-
remos a um estagio em que temos dois pa-
rasitos formados com todas as estruturas
caracteristicas do Toxoplasma, dentro do
“parasito mae” (Fig. 4). Nessa situacio,
as vezes se observa que o “parasito mie”
se apresenta em bom estado e com todas
as organelas citoplasmaticas, inclusive o
seu complexo apical.

Ainda nao estd claro o que acontece
com os dois “parasitos filhos”, dentro do
“parasito mae”, até o momento de sua li-
beracdo. Caso a liberacio ocorresse ime-
diatamente, certamente restaria do “para-
sito mae” consideravel area citoplasmatica.
Quanto ao destino desta area temos duas
possibilidades: a) se degeneraria, mas nes-
te caso deveriamos encontrar dentro do
vaciolo uma quantidade consideravel de
detritos celulares; b) segundo alguns au-
tores, e o proprio Goldman et al (13, 14)
em sua primeira descricao, ha a possibili-
dade de que durante a divisdo do nucleo
ocorra a formacao de trés fragmentos nu-
cleares. Nesse caso teriamos a possibili-



Figura 8 — Esguema que mostra uma fase inicial no processo

de divis@o por endodiogenia. O nucleo do “parssito mée” ja

apresenta uma invaginagéo. Logo acima de cada polo, apa-

rece 0 esboco do complexo apical (CA, CA,) dos “‘parasitos
filhos” em formacéao.

Figura 9 — Fase meis adiantada co processo de divisdo. Os
dois “parasitos filhos” estdo quese formados porém unidos
entre si pelo polo posterior ( — ).
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dade, considerada viavel por Vivier (53, 54),
de que, além da formacdo das duas cé-
lulas filhas o “parasito mae”, dispondo de
organelas citoplasmaticas e do nucleo, pu-
desse apos a liberacdo dos “parasitos fi-
lhos”, continuar uma vida auténoma, sen-
do inclusive capaz de se reproduzir nova-
mente. No entanto admitindo-se a ocor-
réncia deste tipo de divisao deveriamos
encontrar nos vaciuolos citoplasmaticos
nameros impares de parasitos. O que se
observa, porém, em cultura de tecidos é
gue o nimero de parasitos no interior de
um vacuolo é sempre par € que cada pa-
rasito se divide dando origem a dois para-
sitos, que também se dividem dando ori-
gem a quatro e assim sucessivamente. O
mais provavel é que apdés a formacdo dos
dois ‘“parasitos filhos”, eles nao sejam li-
berados imediatamente, permanecendo por
algum tempo no interior do “parasito
mae”, durante o qual eles aumentam de
volume, de modo que ao se liberarem do
“parasito mae”, este estivesse reduzido a
Pequena area que se desintegraria, dando
origem as estruturas observadas no interior
do vactlolo.

Em algumas ocasidoes tém sido encon-
tradas imagens em que se observa a pre-
senga de mais de dois nucleos dentro do
parasito em divisdo. Elas foram interpre-
tadas por Vivier (53) como sendo um pro-
cesso de divisao, em que ha formacao de
mais de dois parasitos. Esse processo foi
denominado de endopoligenia. Em nosso
material imagens semelhantes foram tam-
bém encontradas, porém, com baixa fre-
qiiéncia (31).

O processo de liberacao dos parasitos
recém-formados foi estudado por Vivier e
Petitprez (32) que demonstraram gue os
“parasitos filhos” recebem a sua membra-
na externa a partir da membrana externa
do “parasito mae”, a medida que vao se
liberando pela regidao do complexo apical
(Fig. 11).

As imagens eletréonicas obtidas em Bes-
noitia jellisoni, Sarcocystis tlenella e em
Frenkelia mostram que a divisao por en-
dodiogenia nestes proaozoarios é seme-
lhante & descrita para o Toxoplasma gon-
dii (43, 44, 45, 46, 47, 49).
ESQUIZOGONIA

Varios autores tém relatado a existén-
cia do processo esquizogdnico de divisao

para o Toxoplasma bem como para Bes-
noitia jellisoni. Pereira de Castro (35) ob-
servou em cultura de tecidos casos em que
o nicleo do parasito se dividia de modo a
formar até mais de 32 nicleos, sem que
houvesse divisio do citoplasma, 0 que ca-
racteriza um processo esquizogdénico de
divisdo. Gavin et al (12) interpretaram as
imagens de rosaceas, obtidas ao microsco-
pio eletronico, como sendo uma célula mul-
tinucleada e que se assemelhava aquelas
encontradas em parasitos da malaria. To-
davia, as observacdes iniciais de Ogino e
Yoneda (33), confirmadas e ampliadas por
Sheffield e Melton (50), demonstram que
na realidade tais imagens nio correspon-
dem a uma esquizogonia, mas sdo resul-
tantes de endodiogenias repetidas. Isso
acorre nos casos em que os endozoitos for-
mados estejam paralelos ao eixo longitu-
dinal do “‘paragito méae” de modo que os
varios “parasitos filhos” formados perma-
necem ligados entre si pela regidao poste-
rior. Caso os endozoitas crescam em dire-
¢oOes variadas, eles se distribuem randomi-
camente no vacuaolo e nesse caso nao ha
a formacado de rosaceas tipicas.

Esquizogonia é um processo de forma-
cao de células filhas por fissio multipla.
Se as células filhas forem merozoitas, o
processo pode ser chamado de merogonia;
se forem esporozoitas, esporogonia e se fo-
rem gametas, gametogonia (24). Como foi
muito bem assinalado por Piekarski et al
(37) todo o nosso conhecimento do pro-
cesso de esquizogonia estd baseado nos es-
tudos classicos realizados com o micros-
copio otico. Os estudos mais recentes, fei-
tos com o auxilio do microscopio eletré-
nico, tém fornecido maiores detalhes sobre
este processo de divisAo. Como exemplos
classicos de esquizogonia temos o que ocor-
re em parasitos da malaria e em Eimeria.
No entanto, comparando estes dois grupos,
observam-se diferencas significativas no
processo de formacdo dos merozoitos. Em
ambos 0s ¢asos 0 nucleo se divide sucessi-
vamente sem que haja divisdo do citoplas-
ma. No entanto, a maneira de como se
inicia a formacdo dos parasitos filhos é
diferente, por exemplo, na Eimeria callos-
permophili o inicio é semelhante ao que
ocorre no processo de endodiogenia, obser-
vado no Toxoplasma, isto é, acima do
nucleo forma-se uma membrana espessa
que se estende progressivamente, englo-



Figura 10 — Os dois parasitos filhos (P, e P_) ja completa-
mente formados, no interior do “parasito mae’.

Figura 11 — BEsquema gue mostra a liberacio dos parasitos

filhos. A medida que se projetam para fcra, recebem a mem-

brana externa (M,) a partir da membrana externa do “para-
sito mée” (— )
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bando partes do citoplasma do esquizonte,
dando inicio & individualizacdo do mero-
zoito (38) . O que temos observado na es-
quizogonia encontrada nas formas exoeri-
trocitarias do Plasmodium juxtanucleare
(2) ¢é diferente. Neste parasito forma-se
uma membrana espessa, logo abaixo da
membrana do esquizonte, e que se apro-
funda no citoplasma do esquizonte incor-
porando ntuicleo e material citoplasmatico,
de modo a formar os merozoitas. No caso
da Eimeria bovis (48), junto com a mem-
brana espessa também aparece o conéide.
Vale ressaltar que o Plasmodium juxta-
nucleare, bem como todas as espécies de
parasitos da malaria, nido apresenta um
conoide tipico.

Acreditamos que as imagens observadas
nas formas proliferativas do Toxoplasma
com o microscépio otico e interpretadas
como esquizogonia, representam rosiceas
formadas por endodiogenias sucessivas em
que o0s parasitos formados permanecem
ligados entre si pela regiido posterior. Real-
mente tal aspecto voderia, & microscopia
otica, fazer supor que se trate de uma es-
quizogonia,.

Gavian ef al (12) bem como Sheffield
e Melton (50) sugerem que a endodiogenia
pode ser considerada como uma forma es-
pecial de esquizogonia. Realmente estes
processos de divisdo, ainda que diferindo
quanto ao nimero de parasitos que se for-
mam, apresentam algumas semelhancas,
principalmente no caso da esquizogonia
que ocorre em Eimeria callospermophili.
Em trabalho recente com Eimeria tenella e
Eimeria stiedae, Scholtyseck (42) conside-
ra a esguizogonia como um processo que
apresenta duas diferentes fases. Na pri-
meira fase ocorre divisdo sucessiva do
nucleo e depois aparecem fissuras que sub-
dividem o esquizonte em compartimentos
uninucleados, nao inteiramente livres, cha-
mados de citdbmeros. Na segunda fase,
ocorrera em cada citdbmero uma d.visao por
endodiogenia. Somente com este ultimo
processo de divicao € que haveria formacao
dos merozoitas. Baseado neste fato ele
propds a hipétese de que a endodiogenia
é o0 processo primario e fundamental de
reproducao assexuada nos coccideos e pos-
sivelmente em todos o0s esporozoadrios. A
esquizogonia seria um processo secundario
de reproducao que se desenvolveu poste-
riormente.

DIVISAO NO INTESTINO DO GATO

Ja no caso das formas intestinais en-
contradas no ciclo gametogbnico do Tozxo-
plasma, no gato, Hutchinson et al (20) bem
como Frenkel ef al (10) e outros autores,
demonstraram a presen¢a de um pProcesso
esquizogénico de divisdo. Em estudo ao
microscopio eletrénico, Sheffield (51) con-
firmou estes resultados e observou que o
esquizonte se desenvolve dentro de um va-
cuolo no interior da célula epitelial do in-
testino do gato. & envolvido por duas mem-
branas, uma externa e uma interna. Nio
fol observada a presenca de microtubulos
subpeliculares. No citoplasma encontram-
-se ribossomos livres, mitocondrias com
cristas tubulares e abundante reticulo en-
doplasmatico. Também se encontra uma
regido especializada, onde esta situado o co-
noéide. Apds duas ou mais divisdes nuclea-~

-res, come¢am a se formar os merozoitas

de maneira semelhante ao que ocorre na
endodiogenia. Forma-se a membrana es-
pessa que progride englobando nucleo e
porg¢des do citoplasma. Estudo semelhante
foi realizado por Piekarski et al (37) que
no entanto, denominou este processo de di-
vizdo, de endopoligenia.

CONSIDERACOES FINAIS

Ao final desta revisdo, chegamos a con-
clusdo de que pouco sabemos sobre a bio-
logia do Toxoplasma gondii. Este proto-
zcario dispoe de todas as organelas neces-
sarias para uma existéncia indepzsndente
bem como as enzimas da via glicolitica,
do ciclo de Krebs e do sistema de citocro-
mos. E capaz de sintetizar os diferentes
tipos de RNA sem necessidade de estar no
interior de uma célula. Apresenta um DNA
quantitativamente semelhante ao encon-
trado entre os tripanosomideos ou seja,
cerca de 1,0 = 0,2 x 10-13 gramas por pa-
rasito, concentragéo esta que é cerca de 50
vezes menor que a encontrada em uma cé-
lula hepatica. Aparentemente o Torxoplas-
ma nao depende do citoplasma de uma cé-
lula hospedeira para sintetizar o seu DNA
(36) . No entanto, mesmo com todos estes
dados, obtidos recentemente com a aplica-
¢i0 das técnicas de biologia molecular, con-
tinuamos sem ter uma hipétese sati:fatoria
que explique a dependéncia celular deste
parasito.
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Muito resta para ser esclarecido, quanto
a0 processo de divisao. Por exemplo, pouco
sabemos sobre o processo de formagado do
condide. Deve haver algum mecanismo que
regule a sua formacao. Resultados obtidos
por Hammond and Danforth (18) em Ei-
meria magna, nos esquizontes de segunda
geracdo em cultura de tecidos, mostraram
um exemplo de “erro” na formacgdo do
complexo apical que consistiu na formacao
em excesso dessas estruturas, que perma-
neceram sem Serem aproveitadas, no corpo
residual do esquizonte.

Achamos que a microscopia eletrénica,
associada as modernas técnicas citoquimi-
cas e imunocitoquimicas, que permitem a
visualiza¢do de enzimas, antigenos e anti-
corpos ao nivel ultraestrutural, muito po-
dera ajudar no esclarecimento de aspectos
biolégicos do Toxoplasma e na fisiopato-
genia da toxoplasmose. Por outro lado tor-
na-se necessario intensificar estudos bio-
quimicos sobre o paragito que, correlacio-
nados com os dados morfolégicos, poderao

futuramente servir de base para o encon-
tro de substdncias especificas com fins te-
rapéuticos.
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SUMMARY

In this paper a general review is given on some biological aspects of Toxo-
plasma gondii, especially on the ultraestructure of the interphasic form and
the modifications which occur in the ultrastructure during the division of the

parasite.

Initially the process of binary division has been discussed, admitting,
however, that the images whizh have been considered as binary division might
represent stages of the division by endodiogeny.

The modifications are then described which occur in the fine structure
of the “mother parasite” during the process of endodiogery, i.e. the formation

of the 2 “daughter parasites” in its interior.

This process is the same in

Toxoplasma gondii, Besnoitia jellisoni, Sarcocystis tenella and Frenkelia.
The possibility is then discussed that “daughter parasites” are formed

by the process of schizogony, as had been suggested by various authors.

More

recent resulls however show that schizogony does not exist in the vegetative
forms of Toxoplasma gondii and that the images which were considered as
such under the light microscope are the result of successive endodiogenies during
which the newly formed endozoites remain united at their posterior region.
Real schizogony, however, is found in the forms whizh develop in the interior
of the epithelial cells in the intestine of the cat, which is considered the final

host of Toxoplasma gondii.

The concept of schizogony is then discussed, comparing this process in 3
different parasites as Eimeria bovis, Eimeria calospermophili and Plasmodium
juxtanucleare which show certain differences in the initial phases of the indi-

vidualization of the new parasites.

The author then discusses the hypothesis

which considers the endodiogeny the fundamental process of the division in
Sporozoa, occuring at the final phase of schizogony.
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10.

11.

Finally, attention is given to the role which electron microscopy together
with modern technigues of cytochemistry and immunocytochemistry might play
to reach a better understanding of the biology of Toxoplasma gondii and the

physiopathology of toxoplasmosis.
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