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RESUMO

A toxoplasmose é uma doenca infecciosa causada pelo protozoario intracelular
obrigatdrio, o Toxoplasma gondii. Este coccideo possui a capacidade de infectar diversos
hospedeiros endotérmicos, como humanos e primatas ndo humanos. A infeccdo por
Toxoplasma gondii € branda e apresenta sinais clinicos inespecificos em individuos
imunocompetentes, no entanto, infec¢des em primatas do novo mundo apresentam carater
agudo com letalidade alta. O presente estudo trata da investigacéo de 38 casos de primatas
do novo mundo de vida livre e de cativeiro com suspeita de toxoplasmose, provenientes
do Distrito Federal e estados do Goias, Tocantins e Mato Grosso. As amostras foram
submetidas a exames histopatoldgicos e imuno-histoquimico com anti-T.gondii afim de
possibilitar a visualizacdo de taquizoitos e bradizoitos. Hepatite necrotizante, esplenite
necrotizante e pneumonia intersticial foram os achados mais recorrentes nos casos
examinados acompanhado de infiltrado inflamatério composto de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos. N&do foi possivel a determinagdo estatistica de um 6rgdo mais
comprometido ou infectado pelos protozoarios. Contudo, as analises qualitativas mostram
danos maiores no figado, porém visualizacdo mais clara dos parasitas no baco. Os
resultados comprovam uma alta susceptibilidade de primatas do novo mundo, sendo na

regido de estudo, o Callithrix penicillata, a espécie mais acometida.

Palavras chave: 1. Toxoplasma gondii. 2. Primatas. 3. Imuno-histoquimica. 4. Hepatite

necrotizante.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is an infectious disease caused by the mandatory intracellular protozoan,
Toxoplasma gondii. This coccid has the ability to infect several endothermic hosts, such
as humans and non-human primates. Infection by Toxoplasma gondii is mild and has
nonspecific clinical signs in immunocompetent individuals, however, infections in
primates of the new world have an acute character with high lethality. The present study
deals with the investigation of 38 cases of wild new world primates, and captive ones
suspected of toxoplasmosis, from the states of Distrito Federal, Goias. Tocantins and
Mato Grosso. The samples were submitted to histopathological and
immunohistochemical exams with anti-T.gondii in order to allow the visualization of
tachyzoites and bradyzoites. The lesions show a high degree of liver, spleen and lung
damage in those individuals. Necrotizing hepatitis, necrotizing splenitis and interstitial
pneumonia were the recurrent findings in the studied cases, along with inflammatory
infiltrate consisting of neutrophils, macrophages and lymphocytes. It was not possible to
determine statistically an organ more compromised or infected by protozoa, however,
qualitative analysis showed greater damage to the liver and more severe infection in the
spleen. The results prove the high susceptibility of new world primates, with Callithrix

penicillata being the most affected species in the studied region.

Keywords: 1. Toxoplasma gondii. 2. Primates. 3. Immunohistochemistry. 4. Necrotizing

hepatitis.
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1. Introducdo:

A toxoplasmose é caracterizada como infeccdo pelo protozoario Toxoplasma
gondii, esse tipo de parasitismo € extremamente comum mundialmente, afetando diversas
espécies de animais endotérmicos, incluindo humanos (DUBEY, 2004). O T. gondii € um
parasita intracelular obrigatério, tendo como hospedeiro definitivo, os membros da
familia Felidae, sendo o gato domeéstico muito importante para manutencdo do ciclo
urbano da toxoplasmose. Além disso, aves e diversos mamiferos participam do ciclo

como hospedeiros intermediérios (DUBEY et al., 1998).

O Toxoplasma gondii pode ser transmitido através da ingestdo de alimentos e agua
contaminados com fezes de felinos e pela ingestdo de presas com cistos na musculatura.
Além dessas formas, ainda pode ocorrer a transmissdo por via congénita (DUBEY et al.,
1998).

Os primatas atuam no ciclo da toxoplasmose como hospedeiros intermediarios.
Existem diversos relatos de infeccdo por T. gondii mostrando susceptibilidade a lesdes
agudas e fatais em primatas do novo mundo, quando comparados a primatas do velho
mundo (EPIPHANIO et al., 2003; CEDILLO-PELAEZ et al., 2011; SANTOS et al.,
2018). Porém, ainda permanece desconhecida a forma como esses animais se
contaminam, visto que possuem habitos arboricolas, o que dificulta o contato com o
agente (EPIPHANIO et al., 2003).

As infeccBes por T. gondii tém carater sisttémico, causando, principalmente
encefalites, pneumonia, hepatite e miocardite (EPIPHANIO et al., 2003). Os sinais
clinicos dependem dos érgdos mais afetados, porém costumam ser bastante inespecificos.
As lesdes nos Orgdos sdo normalmente visualizadas por meio de microscopia com
coloracdo de hematoxilina-eosina (HE), porém a confirmacdo do agente é possivel por
meio de testes mais especificos, como a imuno-histoquimica (ZACHARY, 2013). Por se
tratar de uma infeccdo sistémica e devido a dificuldade de receber amostras suficientes e
adequadas para processamento, o diagndstico preciso post-morten da toxoplasmose exige
a avaliacdo histopatoldgica da maior quantidade de material biolégico disponivel, que
seja compativel com padrdes de lesdo descritos anteriormente (ANDRADE et al., 2007).
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Os primatas exercem um papel fundamental como animais sentinelas de diversas
zoonoses, podendo infecgBes agudas e fatais acarretarem riscos as espécies afetando a
biodiversidade. O foco dessa revisdo de literatura é esclarecer o ciclo da toxoplasmose

relacionando com primatas do novo mundo.

1.1. Objetivos gerais

Investigar, a partir de técnicas histopatoldgicas e imuno-deteccdo, a ocorréncia de
infeccdo por Toxoplasma gondii em primatas ndo humanos de vida livre e de cativeiro do

Distrito Federal e estados do Goias, Mato Grosso e Tocantins.

1.2. Objetivos especificos

Diagnosticar 0s casos suspeitos de toxoplasmose a partir de alteracGes

histol6gicas compativeis com infecgdo por Toxoplasma gondii.

e Determinar a ocorréncia de formas infectantes, como taquizoitos e bradizoitos,
por meio de técnicas como a coloracdo por Hematoxilina-eosina e estabelecer
diagnostico preciso através da imuno-marcacdo por imuno-histoquimica.

e Especificar o padrdo de lesdo e os 6rgdos mais afetados pelo parasita.

e Reconhecer possiveis fontes ambientais de infeccéo.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Primatas Neotropicais

Os primatas neotropicais sao conhecidos como primatas do novo mundo (PNM)
e pertencem a infraordem dos Platyrrhini, que diferencia-se da infraordem dos Catarrhini
(primatas do velho mundo) pela distribuicdo geogréafica, localizados nas regifes das
Américas, nas caracteristicas anatdmicas pela presenca de nariz achatado com narinas
voltadas para as laterais, presenca de 12 pré-molares e ndo possuem polegares opositores.
Além disso, nos aspectos reprodutivos, os machos tendem a contribuir com o cuidado
parental e as gestacBes sdo normalmente gemelares, porém, o nascimento de mais filhotes
é comum em animais mantidos em cativeiro. O raio de distribui¢cdo de um grupo de PNM
é consideravelmente menor quando comparado aos Catarrhini (VERONA & PISSINATI,
2014; MATTISON & VAUGHAN, 2017).

Os PNM sdo, em grande maioria, adaptados a vida arboricola, possuem menor
porte, habilidade no uso das méos e pés e, algumas espécies possuem cauda preénsil e
grande movimentacdo dos membros anteriores, permitindo a locomoc¢do por meio de
braquiacdo (VERONA & PISSINATI, 2014). Os héabitos alimentares e certas
caracteristicas anatbmicas variam de acordo com a familia, o que causa dificuldades,
devido a constante mudanca na classificacdo taxondmica desses animais (SCHNEIDER
& SAMPAIO, 2013). De acordo com Schneider et al. (2013), a classificacdo taxondmica

proposta mais aceita atualmente corresponde a apresentada na tabela 1 simplificada.

A familia Cebidae possui maior quantidade de géneros dos PNM. Sdo amplamente
distribuidos no territorio brasileiro e apresentam variagdes quanto a caracteristicas
morfolégicas e habitos alimentares. Na presente revisdo serdo enfatizados os géneros
predominantes no estudo, como Callithrix sp., Leontopithecus sp., Saimiri sp. e Aotus sp.



12

Tabela 1. Adaptacdo da tabela referente a familia, género, espécie e subespécie

de primatas do novo mundo, baseado em Schneider et al (2013).

Familia Sub familia Género
Cebidae Callitrichinae Cebuella
Mico
Callithrix
Callimico
Saguinus
Leontopithecus
Cebinae Saimiri
Cebus
Aotinae Aotus
Pitheciidae Pitheciinae Pithecia
Chiropotes
Cacajao
Callicebinae Callicebus
Atelidae Alouattinae Alouatta
Atelinae Ateles
Brachyteles
Lagothrix

No género Callithrix, as espécies possuem porte pequeno (300 a 400 gramas),
vivem em unidades familiares compostas de mudltiplas geracGes, com uma fémea
reprodutora, alguns machos, dois a quatro subadultos e juvenis (VERONA & PISSINATI,
2014; MATTISON & VAUGHAN, 2017). Possuem ornamentos de cabeca,
principalmente tufos na regido das orelhas, que variam de coloracdo de acordo com a
espécie, sendo de coloracdo preta no Callithrix penicillata (COIMBRA-FILHO &
MITTERMEIER, 1973).

Os calitriquideos apresentam também garras em todos os dedos das maos e dos
pés e cauda longa, porém ndo-préensil, além disso, possuem mandibula e denticdo
diferenciada tornando-os especializados na perfuracdo de troncos, para obtencdo latex,
exsudatos ou goma de arvores (VERONA & PISSINATI, 2014). A dieta desses animais
é composta, nos periodos de seca, por frutos de Inga spp., exsudato de vegetais, ingestdo
de larvas e insetos adultos e ovos de aves (VILELA & FARIA, 2003; VILELA & DEL-

CLARO, 2011). Nos periodos de chuva, a abundancia de fontes de alimento torna mais
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diversificada a dieta, sendo composta por folhagens, flores, insetos adultos e
predominantemente frutos (VILELA & DEL-CLARO, 2011).

A fragmentacdo e perda de habitat, devido ao desmatamento e a urbanizacao,
levam a mudancgas nos habitos alimentares desses animais (SANTOS et al., 2014,
ICMBIO, 2019). O Callithrix penicillata € encontrado com facilidade no bioma cerrado,
predominante no Distrito Federal, Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins e
Minas Gerais (RIMOLI et al., 2015).

O género Leontopithecus possui as espécies mais raras de Platyrrhini e séo
incluidos na lista de animais ameacados de extincio (ROSENBERGER, AL &
COIMBRA-FILHO, 1984; OLIVEIRA, 2012). A dindmica social consiste de um casal
dominante, porém todos os individuos do grupo ajudam no cuidado parental (BAKER et
al, 2002). Os espécimes desse género podem atingir cerca de 650 gramas, possuem longa
cauda ndo preénsil, a coloracdo da pelagem varia de acordo com a espécie, de preto a
dourado, o Leontopithecus chrysomela, por exemplo, € preto no dorso e apresenta pelos
dourados da regido da face (ROSENBERGER & COIMBRA-FILHO, 1984).

L. chrysomela também possui os incisivos superiores e inferiores mais largos
guando comparados as demais espécies. Além disso, 0s espécimes do género possuem
dedos alongados que facilitam a predacdo em locais de dificil acesso, como troncos e
plantas (RYLANDS et al, 1996). A dieta desses animais € composta por frutos, néctar e
flores de uma grande diversidade de plantas, além disso consomem insetos e pequenos
animais como rés e lagartos, e em casos de escassez de alimento podem consumir fungos
e exsudatos de arvores (GUIDORIZZI, 2008; CATENACCI et al, 2016). Os
Leontopithecus sp. sdo endémicos de regides de Mata Atlantica, sendo encontrados no
sul da Bahia, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, porém diversos exemplares sdo mantidos em
cativeiro para fins de conservagdo das espécies (OLIVEIRA, 2012).

O género Saimiri sofre alteracGes taxondmicas constantes a respeito do numero
de espécies e sub-espécies pertencentes a esse género, o que dificulta o estabelecimento
de col6nias (STEINBERG et al., 2009). As diferengas de coloragdo ndo séo suficientes
para a determinacdo da espécie, sendo necessarios testes genéticos para confirmacao
(NIEVES et al., 2003). Porém, sdo estabelecidos dois grupos para o fenétipo sutis dos
Saimiri sp., baseando-se na area despigmentada ao redor dos olhos, o grupo S. sciureus

que apresenta um padrdo de pelos brancos no formato de arco com ponta na regido acima
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dos olhos, e 0 grupo S. boliviensis que apresenta um padrdo de pelos brancos no formato
semicircular acima dos olhos (ABEE et al., 2000). E comum o cruzamento interespécie
desse género, o que pode acarretar dificuldade na conservacdo dessas espécies. O
dimorfismo sexual € baseado no peso corporal de 914.58 gramas variando £13,78 gramas
em machos e 752.5£74.6 gramas em fémeas. Os caninos também sdo maiores e mais
largos nos machos (ABEE et al, 2000; STEINBERG et al, 2009). A dieta desses animais
é composta, basicamente, por brotos de leguminosas e predacdo de artropodes, sofrendo
variacdo na proporcdo em que ambos sdo ingeridos, de acordo com a estacdo de chuvas
ou secas da regido (LIMA, E.M & FERRARI, S.F., 2003). As espécies desse género se
encontram nas regibes nordeste e leste da Floresta Amazonica, ndo ocorrendo
naturalmente no Centro-Oeste brasileiro (SILVA-JUNIOR et al., 2015).

O género Aotus é composto pelos chamados macacos da noite, sdo 0s tnicos PNM
de habitos noturnos. A classificacdo taxondmica dessas espécies também sofre alteracoes
constantes, porém essas sao divididas em dois fendtipos basicos, o grupo “pescogo
vermelho” e o grupo “pescogo acinzentado”. Os animais desse género possuem cabecas
arredondadas com Orbitas grandes, dotados de capacidade de visdo noturna, mas capazes
de diferenciar cores (DEFLER & BUENO, 2007). Possuem cauda longa nédo preénsil,
podem chegar a 1 Kg de peso corporal e ndo possuem dimorfismo sexual. Seus grupos
sdo compostos por até 12 individuos e as gestacdes sdo anuais, gerando um filhote por
ano (AURICCHIO, 1995). Sua dieta € composta por folhas, frutos, insetos, ovos e filhotes
de aves e pequenos morcegos (GREENBERG, 1997). Esses animais estdo distribuidos no
curso de rios amazonicos, compreendendo Estados como Tocantins, Pard e Amazonas
(VIDAL et al, 2013).

O género Lagothrix foi o Unico da familia Atelidae incluso no presente estudo.
Sao considerados espécies de grande porte de PNM, de cerca de 6 a 9 Kg de peso corporal
possuem longos bragcos que permitem a movimentagdo por braquiacdo (CANT, 2003).
Além disso, possuem uma longa cauda preénsil, e as espécies se diferenciam com base
na coloragdo e aparéncia. O dimorfismo sexual é sutil, baseando-se no maior peso
corporal do macho em comparacdo a fémea (ROSENBERG & STRIER, 1989). Sua dieta
é composta, principalmente, por frutas maduras, sementes, brotos de plantas e flores. Os
Lagothrix sp. podem consumir presas, porém correspondem a uma baixa porcentagem da
dieta (0,1%) (PERES, 1994).
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Os PNM sdo muito utilizados nas pesquisas envolvendo desde distdrbios de
metabolismo a infecgdes por diversos parasitas. Algumas espécies sdo consideradas
modelos experimentais, porém a infeccdo natural de algumas gera preocupagao quanto a

conservacao da biodiversidade e impacto na satude humana.
2.2. Toxoplasmose em primatas

Diversos estudos tratam da susceptibilidade de primatas do novo mundo a
infeccdo por T. gondii, sendo caracterizada como uma doenca multissistémica grave,
aguda e fatal. Neste trabalho serdo abordados alguns estudos relevantes.

Epiphanio et al. relatam a morte de trinta e dois primatas de cativeiro com suspeita
de toxoplasmose. No estudo, foram realizadas avaliagdes post-mortem, por meio do
processamento de amostras da maioria dos 6rgdos dos animais. Os cortes histologicos
foram submetidos a imuno-histoquimica para deteccdo de T.gondii, posteriormente, a
avaliacdo quantitativa das formas infectantes foi realizada por meio de microscopia
eletronica. Lesdes foram descritas em diversos 6érgdos, sendo predominante hepatite
necrotizante multifocal, pneumonia intersticial e esplenite necrética. E levantada a
hipbtese de que o diagnostico de toxoplasmose por meio de lesdes macroscopicas em
cebineos enfrenta mais dificuldades que em calitriquideos, devido a grande variacdo de

alteracdes.

Cedillo-Pelaéz et al. relatam dois casos de toxoplasmose aguda fatal em Saimiri
sciureus na cidade do México. Os fragmentos dos érgdos foram processados e submetidos
a avaliacdo histopatolégica por coloracdo de Hematoxilina-eosina e, posteriormente a
imuno-histoquimica. Os achados foram edema pulmonar, pneumonia intersticial, hepatite
e linfoadenite necrotizante. As amostras também foram submetidas a analise por PCR
afim de determinar a variante genética de T. gondii envolvida, porém as analises ndo

foram precisas, devido ao mau estado de conservagéo das amostras.

Pardini et al. relatam dois caso de toxoplasmose fatal em Saimiri boliviensis do
zooldgico de Buenos Aires, Argentina. O Toxoplasma gondii também foi identificado por
meio de imuno-histoquimica. Por meio de PCR, foi possivel a identificacdo de um

genotipo atipico de T.gondii envolvido na infecgdo destes casos.

A hipdtese proposta para sensibilidade dos PNM para infec¢do por T. gondii € o

padrdo evolutivo arboricola, que impossibilitou o contato dos individuos com
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esporozoitos e outras formas infectantes, dificultando o desenvolvimento de resposta
imune efetiva. Com o crescimento antropoldgico, essas espécies enfrentam a perda de
habitat natural e mudancas em seus habitos alimentares, tornando o consumo de lixo e
residuos praticas rotineiras na forragem, sendo assim, mais susceptiveis a infeccdo
(CARME et al, 2003; GOLDBERG et al, 2008; MBORA et al, 2009).

2.3.Género Toxoplasma

O Toxoplasma sp. € um protozoario, unicelular eucarionte pertencente ao reino
Protista. O Toxoplasma gondii pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Sub-
classe Coccidia, Ordem Eucoccidiia, Subordem Eimeriina Familia Sarcocystidae e Sub-
familia Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma (LEVINE et al., 1980). Apenas uma
espécie é reconhecida, o Toxoplasma gondii, porém séo identificados diversas variacdes
genéticas que necessitam de mais estudos, pois podem apresentar diferentes potenciais
patogénicos (DUBEY, 1998).

A ultraestrutura do T. gondii foi determinada por meio da microscopia eletrénica,
0s zoitos medem cerca de 5-8 x 1-2 um e possuem um complexo de tripla membrana. Um
complexo apical formado por dois an€is polares se destacam na porcdo anterior do
parasita e um complexo semelhante, porém formado por apenas um anel se encontra na
porcdo posterior (LEVINE et al., 1980). As estruturas proximas ao processo apical sao
responsaveis pelo processo de penetracdo do parasita na célula hospedeira por meio da
liberagdo de proteinas (BLACK, 2000). Na ponta anterior, também se encontra o conoide,
uma ultraestrutura de composicéo desconhecida ligada a microttbulos que formam uma
rede com o corpo celular. Especula-se que a ativacdo desse complexo direciona as
organelas do parasita para a célula hospedeira (BLACK & BOOTHROYD, 2000). O
Toxoplasma gondii também apresenta uma organela chamada de apicoplasto, porém a
funcdo dessa ainda néo é esclarecida (LIM & McFADDEN, 2010). A figura 1 representa

um esquema do parasita Toxoplasma gondii.
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Fig. 1. Esquema representativo da ultraestrutura do Toxoplasma gondii. Fonte:
Black, 2000

Os protozoarios sdo organismos independentes, porém sdo formadores de colénia.
A reproducdo destes pode se da por via sexual ou assexual, dependendo do hospedeiro
infectado (LEVINE et al, 1980).

2.3.1. Ciclo do parasita

O Toxoplasma gondii € um coccidio intracelular obrigatério e possui trés formas
infectantes: taquizoitos (individuais ou em grupo), bradizoitos (cistos teciduais) e
esporozoito (oocisto) (DUBEY, 2004). O taquizoito € o estagio de desenvolvimento
caracterizado pela rapida multiplicacdo em qualquer célula do hospedeiro intermediario
e em células extraintestinais do hospedeiro definitivo (DUBEY et al., 1998). Possuem
formato afunilado e possuem cerca de 2-6 um de comprimento. Os taquizoitos penetram
as células do hospedeiro de maneira ativa e induzem & formacdo de um vacuolo
parasitéforo (VP), protegendo-os dos mecanismos de defesa da célula (DUBEY, 2004).
No interior do VP, os taquizoitos se replicam por divisdes binarias e ocasionam o
rompimento da célula hospedeira devido a pressdo exercida pelos taquizoitos em
crescimento (DUBEY et al., 1998).
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Infecgbes cronicas em organismos imunocompetentes apresentam aumento de
respostas pelos anticorpos do hospedeiro, levando os taquizoitos a se modificarem para
bradizoitos, que formam cistos intracelulares a partir do vacuolo parasitoforo. A
multiplicacdo dos bradizoitos é lenta e permanecem na célula hospedeira por longos
periodos em estado quiescente (FRENKEL, 1988; DUBEY, 2004). O tamanho dos cistos
pode variar, desde estrutura recém-formada variando de 5um de didmetro e contendo dois
bradizoitos, e cistos antigos com cerca de 70 um de didmetro contendo centenas de micro-
organismos. Os cistos podem se desenvolver em diversos 6rgédos viscerais, como pulmao,
figado, musculo cardiaco e esquelético e encéfalo (DUBEY, 1998). A parede dos cistos
é fina e composta pela célula hospedeira e o prdprio parasita, no entanto, os bradizoitos
sdo resistentes a acdo de enzimas proteoliticas (DUBEY, 2004).

Os animais pertencentes a familia Felidae sdo hospedeiros definitivos do T.
gondii, sendo o0s Unicos em que ocorre reproducdo sexuada do parasita. Sdo infectados
através da predacdo de animais ou ingestdo de agua contaminados. Normalmente, a forma
infectante que ingerem sdo bradizoitos presentes em cistos na musculatura, porém podem
se infectar com qualquer estagio de desenvolvimento do parasita, acarretando apenas em

variacdo no periodo pré-patente (DUBEY, 1998).

Apds a ingestdo, a parede do cisto se rompe pela acdo das enzimas proteoliticas
presentes no estdbmago e intestino delgado liberando os bradizoitos que penetram na
lamina propria formando taquizoitos ou em células epiteliais do intestino delgado,
desenvolvendo numerosas geracdes assexuadas, que variam em cinco tipos morfoldgicos
(DUBEY, 2004). Esses tipos de estadgio sdo denominados esquizogdnias e em tipos
avancados como D, iniciam a diferenciacdo em merozoitas que posteriormente, formam

gametas femininos e masculinos (DUBEY et al., 1998).

Apds a fecundacdo, a parede do oocisto comeca a se formar. Oocistos maduros
sdo liberados no limen intestinal apdés o rompimento da célula epitelial e podem
permanecer no hospedeiro definitivo por meses. No entanto, os felinos ndo liberam
oocistos indefinitivamente, ocorrendo apenas durante algumas semanas pos-infeccdo em

individuos jovens ou imunocomprometidos (DUBEY, 2004).

Os oocistos sdo formados apenas nos hospedeiros definitivos e permanecem nao-

esporulados em fezes frescas, sendo necessarias temperatura e aeracdo adequadas para
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esporulacdo, podendo ocorrer dentro de um a cinco dias (DUBEY et al., 1998). Os

oocistos esporulados possuem dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos.

Nos hospedeiros intermediarios, os cistos ingeridos penetram em enterdcitos e sao
carreados a lamina prdpria, onde se multiplicam em diversas células, causando edema,
necrose e espessamento da mucosa caracterizando enterite severa (DUBEY, 2004).
Devido a disseminacdo de esporozoitos por meio da linfa, a infeccdo pode atingir
diferentes 6rgdos (ZACHARY, 2013). A figura 2 apresenta uma esquematizacéo do ciclo
do T. gondii.

A 7 Infective Stage
A = Diagnostic Stage

Fig. 2. Ciclo de transmissdo e hospedeiros intermediarios e definitivos do protozoario
T.gondii. Fonte: CDC, 2017. 1) Hospedeiro definitivo; 2) Ingestdo de oocistos liberados
no ambiente; 3) Formacdo de cistos de bradizoitos na musculatura de hospedeiros
intermediérios; 4) Infeccdo do hospedeiro definitivo pela ingestéo de cistos; 5) Infeccéo
de animais de producgéo por oocistos presentes no ambiente; 6) Ingestdo de carnes cruas;
7) Ingestdo de &gua ou alimentos contaminados com fezes de felinos; 8) Transfusdo

sanguinea ou transplante de 6rgéos; 9) Transmissao congénita; 10) Formacao de cistos e
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diagnostico por sorologia ou analise histopatologicas de tecidos; 11) Diagnostico de

infeccdo congénita por PCR.
2.3.2. Relacgao parasita-hospedeiro

As formas infectantes do T.gondii podem atingir uma variedade muito grande de
células em mamiferos e as formas intracelulares dificilmente séo susceptiveis a acdo dos
anticorpos. Os fatores celulares parecem estar mais envolvidos que os fatores humorais
na destruigdo imunomediada de T. gondii (DUBEY, 2004).

Infecgdes cronicas e bem estabelecidas ndo sdo eliminadas por resposta imune,
podendo cistos teciduais sobreviverem por anos no hospedeiro. Os cistos podem se
romper liberando bradizoitos que, em individuos imunocompetentes sdo destruidos,
porém em individuos com imunodepressdo, pode resultar uma nova infeccdo (DUPONT,
2012).

A patogenicidade do T. gondii depende de diversos fatores, como susceptibilidade
do hospedeiro, estagio de desenvolvimento e viruléncia do patégeno. Herbivoros tendem
a se infectar por via oral através da ingestdo de alimento contaminado com oocistos e
carnivoros se infectam a partir de cistos presentes em suas presas. Os felideos podem
disseminar milhdes de oocistos através da ingestdo de pouquissimos bradizoitos. Apesar
de ndo eliminarem oocistos nas fezes durante toda a vida, sendo limitada a algumas
semanas apos a infeccdo, essas espécies tornam-se essenciais para manutencdo e
perpetuacdo do ciclo de vida do T. gondii, sendo este praticamente inexistente em

ambientes desprovidos desses animais (DUBEY, J. 2004).
2.4. Lesbes macroscopicas e histopatolégicas

A infeccdo por Toxoplasma gondii pode afetar diversos 6érgdos em um mesmo
hospedeiro, sendo caracterizada como uma infeccdo sistémica. As lesdes macro e

microscopica estdo caracterizadas a seguir.
2.4.1. Figado

Macroscopicamente, €& possivel observar hepatomegalia e congestdo
(EPIPHANIO et al., 2003). As lesdes histopatologicas séo, majoritariamente, hepatite
necrotizante multifocal e inflamacdo, variando de moderada a severa €, em alguns casos,
hemossiderose. O infiltrado inflamatério é composto, principalmente, por neutréfilos e

macrofagos e, em menor numero, por outros tipos celulares inflamatérios, como
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linfocitos. E frequente a visualizacdo de taquizoitos livres e bradizoitos em cistos em
areas adjacentes as lesbes (EPIPHANIO et al., 2003; CULLEN & BROWN, 2013;
SANTOS et al., 2018).

2.4.2. Bago

As alteragdes macroscépicas de baco sdo esplenomegalia e hiperplasia linfoide
esplénica. A lesdo microscopica de maior importancia é a esplenite necrotizante aguda ou
subaguda. E possivel a visualizagdo de taquizoitos livres e bradizoitos em cistos no
interior de macréfagos (EPIPHANIO et al., 2003; SANTOS et al., 2018).

2.4.3 Pulmao

As alteracfes macroscopicas de pulmdo sdo congestdo e edema pulmonar.
Microscopicamente, é visualizado pneumonia intersticial multifocal, normalmente
necrotica e, em alguns casos, podem ocorrer hemossiderose. Ocorre proliferacdo de
pneumdcitos tipo 1l e o infiltrado é composto de neutrdfilos e macréfagos (EPIPHANIO
et al, 2003). Alguns estudos apontam a ocorréncia de broncopneumonia
fibrinohemorragica aguda (SANTOS et al., 2018). As formas infectantes (taquizoito e
bradizoito) de T.gondii também sdo observadas (EPIPHANIO et al., 2003).

2.4.4 Lesdes em demais 0rgaos

Em alguns casos, pode-se observar miocardite cronica. No sistema nervoso, pode-
se observar congestdo cerebral, edema e hemorragia. Microscopicamente, encefalite,
leptomeningoencefalite e desmielizacdo de matéria branca sdo observadas. O infiltrado é
composto por macrdfagos, neutréfilos, linfocitos e células gigantes multinucleadas
(ZACHARY, 2013). Pode ocorrer linfadenite e linfadenite hemorragica mesentérica.
Achados como hemotorax, hidrotérax, hemo e hidroperiténeo e hidropericardio podem
estar presentes (EPIPHANIO et al., 2003).

2.5. Vias de infeccéo

A forma de oocisto do T. gondii é disseminada por felideos domésticos e
silvestres, causando um grande comprometimento ambiental (DUBEY, 2004). E
estimado por meios moleculares que, em locais com grandes populacbes de gatos
errantes, a contaminacdo ambiental por oocistos seja elevada, aumentando o nimero de
casos de toxoplasmose (AFONSO et al., 2008).
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Os oocistos esporulados sao relativamente resistentes a intempéries, sobrevivendo
por meses ou até anos em condi¢des adequadas, como solo umido (DUBEY, 2004). Além
da sobrevivéncia no solo, os oocistos podem sobreviver longos periodos em alimentos
como frutas (KNIEL et al., 2002). Essas formas infectantes podem ser disseminadas por
meio de invertebrados, como moscas e baratas. Humanos podem se contaminar pelo
contato fisico sem higienizacdo, com animais que carreiam oocistos pelo contato direto
com fezes de gatos. Porém, a forma mais comum de infeccdo em humanos se da pelo
consumo de cistos presente em musculatura, devido ao consumo de carnes cruas ou sem

a apropriada coccdo e consumo de embutidos mal preparados (DUBEY, 2004).

Os oocistos s@o amplamente disseminados mesmo que poucos gatos estejam
ativamente liberando as formas infectantes, sendo suficiente para perpetuacdo do ciclo
ambiental. Além disso, filhotes contaminados por via congénita e adultos reinfectados,
podem expelir oocistos por meio das fezes, porém mesmo nesses animais, a eliminagéo
de oocistos se dd em um periodo de poucas semanas, ndo sendo presente em toda vida do
animal. A infeccdo e reinfeccdo dos felinos esta ligada ao elevado nivel de contaminacgéo
de suas presas, normalmente, aves e roedores (DUBEY, 2004). Para fins epidemioldgicos,
o0 soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em gatos é mais valida para avaliacdo da
contaminagdo ambiental, visto que os animais positivos, provavelmente ja disseminaram
oocistos (DUBEY, 1972).

2.6. Toxoplasmose em humanos e outros animais

A toxoplasmose é descrita em diversas espécies, afetando principalmente
neonatos e individuos imunocomprometidos. Falhas embriogénicas, reabsorces fetais,
mortes fetais, mumificagGes e mortes neonatais s&o descritas nas infec¢des por T.gondii
em ovelhas e cabras. Algumas espécies apresentam maior sensibilidade a infec¢do como
é observado em marsupiais australianos, suinos domésticos e silvestres, coelhos, canarios
(Serinus canarius) e em PNM. Animais domésticos também estdo susceptiveis a
infeccOes fatais quando ha& coinfecgdo com virus imunodepressores, mesmo gatos
domésticos estdo vulneraveis nesses casos ou quando sdo neonatos (DUBEY, 2004).

Em humanos, a toxoplasmose é uma das infec¢Oes parasitarias mais comuns e
normalmente assintomatica. Porém, infeccGes primérias durante gestacbes podem
acarretar sérios comprometimentos ao feto, sendo as lesdes e consequéncias ligadas ao
estdgio de desenvolvimento do mesmo. Infec¢Ges durante o primeiro trimestre de

gestacdo estdo ligadas a manifestacdes clinicas mais severas. Os quadros variam de
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hidrocefalia, corioretinite bilateral, perda parcial ou completa da visdo, microcefalia,
hepatomegalia, convulsdes, calcificagbes cerebrais, anormalidades no fluido cérebro-
espinhal e morte perinatal (MCAULEY, 2014).

A infeccdo por T. gondii representa um risco para humanos imunocomprometidos
por infecgdes virais, como HIV, ou por uso de drogas imunossupressoras, como pacientes
submetidos a transplantes de ¢rgdos ou portadores de doencas imunomediadas
(SUKTHANA et al., 2006). Visto que os cistos contendo bradizoitos podem sobreviver
décadas em tecidos do hospedeiro, estudos recentes buscam a correlacdo desses parasitas
em oOrgdos vitais, como sistema nervoso central, com disfuncdes severas, como
esquizofrenia, epilepsia e mal de Alzheimer que comprometem a qualidade de vida de
seus portadores (FLEGR, 2013).

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo pode apresentar um quadro clinico
tipico ligado a linfoadenopatia, apresentando sinais de febre, fadiga, dores musculares,
enxaquecas e malécia. Os sinais sdo autolimitantes e ndo tendem a comprometer em
demasiado a saude do individuo (MCAULEY, 2014). A toxoplasmose também tem sido
estudada com modelo de infeccdo de diversos membros da familia Apicomplexa,
podendo esclarecer mecanismos de acdo e defesa de membros comuns, como o
Plasmodium, agente chave da malaria (BLADER & SAEIJ, 2009).

As medidas necessarias para evitar a infeccdo estdo ligadas a boa higiene de
alimentos, principalmente frutas e verduras, além do cozimento acima de 70°C de carnes

ou congelamento superior a trés dias a temperaturas de 0°C (DUBEY, 2004).
2.7. Meétodos diagnosticos

O diagnéstico de T. gondii in vivo pode ser realizado através da deteccdo de
imunoglobulinas em fluidos de animais suspeitos de infeccdo por meio de ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA) (FLECK, 1989; CDC, 2017). A genotipagem do T.
gondii é uma ferramenta que auxilia nos dados epidemioldgicos e controle da
transmissdo, sendo realizada por meio de reagdo de polimerase em cadeia (PCR) e
sequenciamento genético (LIU et al., 2015).

O diagnastico histologico é realizado pela visualiza¢éo de taquizoitos ou cistos de
bradizoitos em amostras de tecidos ou esfregacfes de fluidos, como cérebro-espinal
(MONTOYA, 2002). A primeira investigacao € realizada por meio da coloragdo dos
fragmentos de tecido pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) (EPIPHANIO et al.,

2003). Esse método ¢ amplamente utilizado para analise de alteracbes morfologicas em
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células, visto que a hematoxilina cora material composto por acidos nucleicos e a eosina
cora proteinas inespecificas, possibilitando a visualizagdo do estado estrutural da célula
na microscopia optica (FISCHER et al., 2008). No entanto, a visualiza¢éo de taquizoitos
é raramente possivel de forma clara com uso de colora¢des convencionais. Mesmo com
a visualizacdo de bradizoitos em cistos, a confirmacdo de T.gondii somente é possivel
através de testes mais especificos, visto que outros parasitas pertencentes a familia
Sarcocystidae, como Neospora, Hammondia, e Isospora formam estruturas semelhantes
nos tecidos (ZACHARY, 2013).

A imuno-histoquimica é a técnica de eleicdo para confirmagdo precisa do
diagndstico de toxoplasmose. A técnica consiste na exposi¢do de antigenos presentes nas
amostras de tecidos e posterior ligacdo com anticorpo de T. gondii. Apds esse processo,
a reacdo € corada por cromdgeno. Para facilitar a visualizacdo, a amostra é contra corada
com Hematoxilina-eosina, tornando visivel as estruturas do tecido. Caso essa reacdo seja
positiva pela marcacdo das formas infectantes, o diagndéstico de infec¢do por T. gondii €
confirmado (ZACHARY, 2013; KIM et al., 2003).
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RESUMO

A toxoplasmose é uma doenca infecciosa causada pelo protozoario intracelular
obrigatdrio, o Toxoplasma gondii. Este coccideo possui a capacidade de infectar diversos
hospedeiros endotérmicos, como humanos e primatas ndo humanos. A infeccdo por
Toxoplasma gondii é branda e apresenta sinais clinicos inespecificos em individuos
imunocompetentes, no entanto, infecgdes em primatas do novo mundo apresentam carater
agudo com letalidade alta. O presente estudo trata da investigacéo de 38 casos de primatas
do novo mundo de vida livre e de cativeiro, suspeitos de toxoplasmose, provenientes do
Distrito Federal, Goias. Tocantins e Mato Grosso. As amostras foram submetidas a
exames histopatologicos e imuno-histoquimico com anti-T.gondii afim de possibilitar a
visualizagdo de taquizoitos e bradizoitos. As lesbes mostram um elevado grau de
comprometimento no figado, baco e pulméo desses individuos. Hepatite necrotizante,
esplenite necrotizante e pneumonia intersticial foram os achados mais recorrentes nos
casos examinados acompanhados de infiltrado inflamatorio composto por neutrofilos,
macrofagos e linfocitos. N&o foi possivel a determinacgdo estatistica de um érgdo mais
comprometido ou infectado pelos protozoarios. Contudo, as analises qualitativas mostram
danos maiores no figado, porém visualizacdo mais clara dos parasitas no baco. Os
resultados comprovam uma alta susceptibilidade de primatas do novo mundo, sendo na

regido de estudo, o Callithrix penicillata, a espécie mais acometida.

Palavras chave: 1. Toxoplasma gondii. 2. Primatas. 3. Imuno-histoquimica. 4. Hepatite

necrotizante.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is an infectious disease caused by the mandatory intracellular protozoan,
Toxoplasma gondii. This coccid has the ability to infect several endothermic hosts, such
as humans and non-human primates. Infection by Toxoplasma gondii is mild and has
nonspecific clinical signs in immunocompetent individuals, however, infections in
primates of the new world have an acute character with high lethality. The present study
deals with the investigation of 38 cases of wild new world primates, and captive ones
suspected of toxoplasmosis, from the states of Distrito Federal, Goias. Tocantins and
Mato Grosso. The samples were submitted to histopathological and
immunohistochemical exams with anti-T.gondii in order to allow the visualization of
tachyzoites and bradyzoites. The lesions show a high degree of liver, spleen and lung
damage in those individuals. Necrotizing hepatitis, necrotizing splenitis and interstitial
pneumonia were the recurrent findings in the studied cases, along with inflammatory
infiltrate consisting of neutrophils, macrophages and lymphocytes. It was not possible to
determine statistically an organ more compromised or infected by protozoa, however,
qualitative analysis showed greater damage to the liver and more severe infection in the
spleen. The results prove the high susceptibility of new world primates, with Callithrix
penicillata being the most affected species in the studied region.

Keywords: 1. Toxoplasma gondii. 2. Primates. 3. Immunohistochemistry. 4. Necrotizing

hepatitis.
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1. Introducéo

A toxoplasmose é uma doenca parasitaria causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii, um coccideo intracelular de alto potencial zoonético, com distribuicdo mundial,
que infecta primatas (DUBEY, 2004). Seus hospedeiros definitivos sdo pertencentes a
familia Felidae, sendo o gato doméstico de grande importancia para manutencdo do

agente no ambiente, em regides urbanas (DUBEY, 2002).

Por se tratar de uma doenca endémica em diversas regides do Brasil e do mundo, a
toxoplasmose torna-se importante, principalmente, devido ao seu ciclo em populagdes
silvestres que sdo amplamente atingidas, 0 que pode acarretar riscos a biodiversidade
(EPIPHANIO et al., 2003). Infeccdes por T. gondii sdo bem documentadas em primatas
do novo mundo, apresentando alto grau de mortalidade nessas espécies, porém ainda nao
é estabelecida a causa dessa susceptibilidade e as vias de infecgdo (SANTO et al.,2018).

Os primatas do novo mundo, como o Callithrix penicilata estdo cada vez mais
inseridos em meios urbanos e obtendo grande sucesso em sua adaptacdo. Seus habitos
alimentares incluem presas animais, frutas e restos de alimentos, 0 que pode vir a ser a

via de entrada para o protozoario (ZAGO et al., 2013).

O T. gondii apresenta tropismo pelo epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos,
onde se instala e se replica. Sendo assim, 0 agente € disseminado por meio das fezes na
forma de oocistos esporulados. As formas mais comuns de contaminacédo sdo oriundas da
ingestdo de alimentos e agua contaminados, ou por meio do consumo de animais
anteriormente infectados, contendo cistos na musculatura. Ja no hospedeiro
intermediario, o protozoario adota a via extraintestinal, instalando-se no figado, baco,
pulmdes e encéfalo. As lesdes hepaticas normalmente tém carater agudo e necrose
acentuada, sendo estabelecida como causa mortis nos primatas afetados (EPIPHANIO et
al., 2003; DUBEY, 2004).

No presente trabalho foram avaliados 38 casos de primatas de vida livre enviados ao
Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade de Brasilia, advindos do Distrito
Federal (DF), Goias (GO), Mato Grosso (MT) e Tocantins (TO), dos anos de 2012 a 2019
submetidos a andlises e suspeitos de toxoplasmose. Os objetivos do trabalho foram a
caracterizagcdo das lesbes nos casos e o0 estabelecimento do 6rgdo mais vidvel para
deteccdo do agente, visto que o diagnostico preciso de toxoplasmose ainda enfrenta

dificuldades de processamento.
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2. Materiais e métodos

Foi realizado um estudo retrospectivo do periodo de Janeiro de 2012 a Dezembro de
2019, totalizando 38 casos de primatas ndo humanos, de vida livre e de cativeiro, enviados
ao Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade de Brasilia (LPV-UnB). O
levantamento dos casos foi realizado a partir da revisdo de arquivos de necropsia e
informacdes sobre espécie, localizacdo, epidemiologia e alteragdes anatomopatologicas.
O critério adotado para selecdo dos casos a serem testados foi a presenca de lesdo
compativel com hepatite necrotizante multifocal aleatéria e visualizagdo de formas
parasitarias compativeis com T. gondii, definidas através de achados histopatolégicos.
Essa lesdo foi a definida para estabelecer os suspeitos, devido a sua gravidade em casos

de toxoplasmose em primatas, sendo a possivel causa mortis a perda da funcéo hepaética.

Os animais, provenientes de diversas regides do Distrito Federal, Goias, Tocantins e
Mato Grosso, eram entregues ao LPV-UnB por meio da Secretaria de Vigilancia
Ambiental em Saude (DIVAL-zoonoses) e Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS) para realizacdo de exames post mortem. Os fragmentos de 6rgaos coletados
foram fixados em formaldeido 10%, embebidos em parafina, seccionados de 3-6 um e
corados com método de hematoxilina-eosina (HE) de rotina (MALUENDA et al, 2009),

posteriormente analisadas por microscopia de luz.

As laminas coradas por HE foram examinadas ao microscopio 6ptico comum, com 0
intuito de visualizar os cistos ou taquizoitos do parasita, associados a areas de necrose
aleatoria e hepatite, esplenite ou pneumonia. Todos casos foram submetidos ao teste de
imuno-histoquimica. As alteracdes histopatoldgicas observadas no figado, pulmao e baco
foram identificadas em todos os casos confirmados, e a intensidade, presenca dos cistos
e taquizoitos, e o infiltrado inflamatdrio, foram classificados de forma quantitativa, pelo
parametro de cruzes, em discreta (+), moderada (++) e acentuada (+++), posterior a

avaliacdo de diversas areas do fragmento.

Os casos foram submetidos a imuno-histoquimica (IHQ) para confirmacdo do
diagnostico de T. gondii. O protocolo laboratorial foi desenvolvido pelo LPV-UnB.
Foram realizados cortes histologicos de figado, baco e pulmdo com 4um de espessura,

dispostos em laminas histoldgicas previamente tratadas com o aderente pela técnica de
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silanizagdo (3 cubas com tampa: 1. acetona PA, 2. solucdo APTS (Sigma A3648) a 4%
em acetona 3. acetona PA). Foi feita a desparafinizacdo em xilol seguida da hidratagéo
em solucgdo aquosa de alcool etilico e lavagem com &gua. Os cortes histoldgicos foram
colocados em solucdo tampéo de citrato (acido citrico a 0.01M, pH 6) e submetidos a
temperatura de 121°C em pressdo elevada por 3 minutos para a recuperacao antigénica.
Ap0s descanso de 10 minutos, realizou-se o blogqueio primario da peroxidase endégena

com &gua oxigenada a 3%, por cinco minutos.

Posterior a cada etapa, foram realizadas cinco lavagens com PBS em pH 7,2 [10x]. O
tecido foi incubado por quinze minutos em soro equino, com diluicdo de 1:9 em PBS.
Realizada a lavagem em solucdo salina tamponada, incubou-se o0 anticorpo primario da
toxoplasmose na titulacdo de 1:16000 com diluicdo em PBS por 12 horas a 4°C em
camara fria. A lavagem das laminas em solu¢éo salina tamponada foi realizada novamente
e foram adicionados os reagentes ImmunoDetector Bio SB Biotinylated Link. Passados
10 minutos, realizou-se lavagem com PBS e, posteriormente, a adicdo do Bio SB
ImmunoDetector HRP Label por 10 minutos. A Gltima lavagem foi realizada com agua
destilada. O controle positivo foi realizado em todos os testes imuno-histoquimicos, a
partir de tecido nervoso infectado por T.gondii. A reacdo foi revelada com 3,3’-
Diaminobenzidine (DAB-Bio SB Buffer Substrate) por cinco minutos e contrastada com
hematoxilina-eosina (HE).

Além dos testes laboratoriais, foram realizadas visitas aos locais onde os PNM de vida
livre foram encontrados, afim de determinar uma possivel forma de infeccdo. Foram
registradas fotografias das propriedades e entrevistas com residentes sobre a presenca e
frequéncia de aparicdo dos PNM.

3. Resultados

No periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2019, foram realizados 1037 (100%)
exames anatomopatolégicos em primatas ndo humanos, constatando 97/1037 (9,35%)
casos de doenca infecciosa parasitaria. Dentre eles, 38/97 (39,17%) foram suspeitos de
infeccdo por toxoplasmose. Os 38 casos ocorridos estdo apresentados conforme Tabela
1:
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As lesdes macroscopicas foram observadas por meio das necropsias das carcacgas
enviadas ao LPV-UnB. Néo foi possivel analisar 13 casos, visto que foram encaminhados
apenas fragmentos de 6rgaos, ndo constando o relatorio de necropsia. Macroscopicamente
os achados foram hepatomegalia (3/22; 13,63%), esplenomegalia (1/22; 4,54%),
congestdo pulmonar (2/22; 9,09%), congestdo encefalica (1/22; 4,54%), congestdo
mesentérica (2/22; 9,09%) e linfadenomegalia (1/22; 4,54%). N&o sendo observadas
alteracOes dignas de nota nos demais 6rgaos.

O diagnostico de toxoplasmose foi realizado, primeiramente, atraves das alteracdes

anatomopatologicas com a visualizacdo de areas de necrose aleatdria no figado e necrose
de centros germinativos no baco, com ou sem a visualizagdo de estruturas piriformes a
ovaladas, basofilicas sugestivas de taquizoitos de Toxoplasma gondii ou cistos de
bradizoitos. Além dessas alterac6es, associou-se aos dados epidemioldgicos coletados de
alguns casos com mortes simultaneas de primatas no mesmo local. Para todos 0s casos
suspeitos, realizou-se 0 exame de imuno-histoquimica (IHQ), no bago, figado e pulmao
para confirmacdo do diagnostico.
Nos 35 casos analisados, as alteracbes necréticas no figado e baco e a pneumonia
intersticial em alguns animais, foram os achados microscopicos mais relevantes e estao
detalhados na Tabela 2. Hepatite necrotizante multifocal aleatoria foi evidenciada em
35/35 (100%) dos casos avaliados (Figura 1 e 2), com variagdo de intensidade da leséo
de discreta (26/35; 74,28%), moderada (9/35; 25,71%) e acentuada (1/35; 2,85%),
acompanhada de infiltrado inflamat6ério composto por neutr6filos, macréfagos e
linfocitos.

Pneumonia intersticial multifocal acometeu 13/35 (37,14%) dos casos, com grau de
intensidade da lesdo variando de discreto (9/13; 69,23%) a moderado (4/13; 30,74%),
presenca de infiltrado histiocitico e neutrofilico discreto (Fig. 3). Edema pulmonar foi
constado em 6/35 (17,14%) dos casos e congestdo pulmonar em 9/35 (25,71%).

Esplenite necrotizante multifocal foi visualizada em 18/35 (51,42%) dos casos,
variando de discreta (16/18; 88,9%) a moderada (2/18; 11,2%), com infiltrado histiocitico
e neutrofilico discreto a moderado. Hiperplasia de polpa branca foi evidenciada em 4/35
(11,42%) dos casos.

Outras lesdes histopatologicas como, congestdo em meninge discreta e multifocal
(1/35; 2,85%), miocardite linfo-plasmocitica e histiocitica moderada (4/35; 11,42%),
congestdo renal moderada (4/35; 11,42%), nefrite linfocitica discreta intersticial

multifocal (2/35; 5,71%) e enterite linfo-histiocitica hemorragica difusa moderada (1/35;



38

2,85%) foram observadas. Porém, ndo foram realizados testes de IHQ nesses fragmentos
devido & escassez de amostras vidveis para o0 diagnostico  preciso.

N&o foi possivel a visualizacdo de bradizoitos em cistos ou de taquizoitos, em
alguns casos, pela microscopia com coloracdo em HE. No entanto, a realizacdo da imuno-
histoquimica com marcacdo de anticorpo anti-T. gondii (Fig. 4) evidenciou estruturas
compativeis com 0s mesmos, sendo os cistos de bradizoitos mais visiveis a contagem,
conforme tabelas 3, 4 e 5.

As formas parasitarias, independente se fossem taquizoitos ou cistos de
bradizoitos, foram visualizadas adjacentes as areas de lesdo necrotica em cortes
histologicos, porém em alguns casos raros, foram visualizadas estruturas compativeis
com T. gondii em éreas livres de lesbes. ~ Foram visualizados taquizoitos marcados
pelo método de IHQ em 12 casos no pulméo e em 11 casos em baco sem gque houvesse
lesbes significativas nos mesmos orgaos.

A investigagdo ambiental realizada constatou que os locais onde haviam mais de
uma morte de PNH de vida livre pertenciam a regides peri-urbanas com presenca de gatos
domeésticos em diferentes idades com acesso livre a toda propriedade. Relatos apontam a
convivéncia de PNH com os animais domésticos e consumo de alimentos em solo,
principalmente residuos organicos como folhagens, frutos e proteina animal descartados.
Ndo foi relatado os locais nas propriedades onde os primatas poderiam ingerir dgua.

4. Discussao

A toxoplasmose € uma doenca parasitaria intracelular zoonotica, causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii, distribuida mundialmente, gerando infecgdes sistémicas
com alto grau de letalidade em PNM. A causa de tal susceptibilidade nédo foi determinada,
porém ¢é possivel, dado seus habitos arbdreos que dificultam o contato com o agente, que
esses animais nao estivessem aptos a desenvolver uma resposta imune de maneira
eficiente no decorrer de sua evolucdo (INNES, 1997). No entanto, a perda de habitat por
meio de desmatamento e crescimento urbano acentuado, e a manutengdo em cativeiro de

especies propiciam vias de infeccdo (CARME et al. 2009).

Diversos estudos relatam toxoplasmose fatal em PNM de cativeiro (EPIPHANIO
et al., 2003; CEDILLO-PELAEZ et al, 2011; NISHIMURA et al, 2019). Apesar das
fontes de infeccOes ndo serem totalmente esclarecidas, é provavel que os animais se

contaminem por meio da ingestdo de alimentos e &gua contaminados com 00cistos, Visto
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que é comum a presenca de gatos domésticos errantes em zoologicos (NISHIMURA et
al, 2019). Os relatos de casos envolvendo animais de vida livre sdo raros, porém
evidenciam fontes de infecgdo semelhantes as de cativeiro, além da predacdo de animais
sinantrépicos infectados, como ratos (CASAGRANDE et al, 2013; SANTOS et al,2018).

Os gatos domesticos sdo, possivelmente, a principal fonte de contaminacgdo
ambiental, visto que a alta densidade populacional esta ligada ao maior risco de exposicao
a esporozoitos de Toxoplasma gondii (AFONSO et al, 2008; GAO et al, 2016). Os
primatas de cativeiro podem ser mais propensos a infeccdo devido ao fornecimento de
alimentos inadequados e a limitagdo de acesso a areas ndo contaminadas. No entanto,
casos envolvendo animais de vida livre podem ndo ser documentados devido a sub
notificacdo, a dificuldade de obtencdo de amostras viaveis e a falha para diagnésticos
precisos.

No presente estudo, a identificacdo da localizagdo e caracterizacdo do ambiente
dos casos de toxoplasmose demonstra ocorréncia em areas rurais, peri-urbanas e urbanas,
consequéncia da fragmentacdo e perda de habitat devido a desmatamento e urbanizagédo
no Distrito Federal — Brasil (SANTOS et al, 2014). Impactos dos fatores ambientais
podem diminuir a diversidade biolégica gerando desequilibrio ecoldgico, criando
condicGes favoraveis para propagacdo de parasitas e acometimento de espécies
susceptiveis em determinados biomas.

O Distrito Federal possui o cerrado como bioma exclusivo e a ocorréncia de
Callithrix penicillata é abundante (MIRANDA et al, 2001), sendo justificado a maior
prevaléncia dessa espécie no presente estudo. O grande volume de amostras analisadas é
possivel, devido ao envio de material para o Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade de Brasilia (LPV-UnB), reconhecido como referéncia no diagndstico de
enfermidades que acometem primatas da regido, particularmente voltado para doencas
infecciosas, como febre amarela, toxoplasmose e herpesvirose, participando ativamente

na vigilancia epidemioldgica de doencas em animais domésticos e em fauna silvestre.

Os primatas e amostras foram encaminhados ao LPV-UnB para exames post-mortem,
portanto, ndo foi possivel estabelecer os sinais clinicos presentes nos casos. Os achados
macroscopicos mais prevalentes foram, hepatomegalia, esplenomegalia e congestdo

pulmonar condizem com resultados encontrados por Epiphanio et al (2003) presenca de
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linfadenite mesentérica em PNM. Santos et al (2018) relatam casos com presenca de

hemoperitdnio, petéquias e equimoses em pulmdes e rins e lipidose hepética em PNM.

Diversos outros estudos apresentam lesdes semelhantes as encontradas (DUBEY,
2004; CEDILLO-PELAEZ et al, 2011; CASAGRANDE et al, 2013) evidenciando que a
toxoplasmose pode causar danos irreversiveis em diversos 6rgaos. A baixa prevaléncia
de lesdes macroscopicas pode indicar a natureza aguda da infeccdo nas espécies afetadas,
onde o grau de acometimento é tdo rapido que manifestacGes macroscopicas nao ocorrem
em tempo habil.

Os achados anatomopatoldgicos encontrados evidenciam elevado grau de
acometimento de figado, pulmédo e baco, caracterizados pela presenca de hepatite
necrotizante multifocal em 100% dos casos, esplenite necrotizante multifocal em 51,42%
dos casos e pneumonia intersticial multifocal em 37,14% dos casos. Os infiltrados
inflamatorios eram formados, predominantemente por células presentes em fases agudas
de infec¢do, como neutrofilos e macréfagos, estando presentes em lesdes discretas,
moderadas e acentuadas.

A visualizacdo de taquizoitos livres e cistos foram predominantes em casos com
lesbes moderadas e acentuadas. As lesdes pulmonares foram caracterizadas como
discretas e diversos casos ndo possuiam lesdes dignas de nota. Estes achados séo
compativeis com os apresentados em estudos prévios com PNM(EPIPHANIO, S. et al,
2003; CEDILLO-PELAEZ et al, 2011; CASAGRANDE et al, 2013; SANTOS, S. et al,
2018), nos quais € relatado a presenca de hepatite multifocal aleatoria, pneumonia
intersticial e esplenite. No entanto, outras lesdes como hemosiderose pulmonar e hepética,
glomerulonefrites, encefalites, broncopneumonias e linfadenites sdo relatadas pelos
mesmos autores, porém ndo foram evidenciadas no presente estudo. Nishimura et al.
2019, relata que todos animais do estudo apresentaram pneumonia intersticial, o que nédo
é constatado nas avaliacdes realizadas, isso pode ser devido a predisposicao ligada as
espécies, visto que neste estudo foram abordados Saimiri sp..

A divergéncia de prevaléncia das lesdes nos diferentes estudos pode estar ligada
a susceptibilidade do hospedeiro, visto que as infeccbes por toxoplasmose em
calitriquideos possuem carater mais agudo que infecgbes em cebideos (EPIPHANIO, S.
et al, 2003). Outra causa para diferenca de resposta a infeccdo, pode estar ligada a forma
infectante de T. gondii (NISHIMURA et al, 2019), cuja determinacdo nao foi possivel no
presente trabalho.
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Maluenda, et al (2009) consideram como diagndstico primario para toxoplasmose,
0 exame histopatoldgico, no qual é possivel a visualizacdo de estruturas piriformes a
ovaladas, basofilicas que sugerem taquizoitos de Toxoplasma gondii livres ou no interior
de macrofagos. A confirmacdo de que tais estruturas séo formas infectantes de T. gondii
¢ determinada através de testes de imuno-histoquimica (IHQ). Neste estudo, os casos
foram submetidos a IHQ, avaliando figado, pulmédo e baco para confirmacdo do
diagndstico de T. gondii, em virtude de apresentarem lesdes compativeis com a doenca e
maior acometimento que os demais 6rgaos.

A confirmacéo de 35 casos dentre 38 suspeitos reforca a realizacdo da IHQ para
estabelecer um diagndstico fidedigno para toxoplasmose. Foram observadas formas
infectantes nos trés 6rgaos-alvos, demonstrando maior visualizacao clara de parasitas no
baco, tanto pela visualizacdo com coloracdo em HE de cistos (12/35) e taquizoitos
(20/35), quanto pela marcacao com IHQ de cistos (18/35) e taquizoitos (29/35). Além de
apresentar mais casos com formas infectantes, o bago também apresentou maior nimero
de parasitas quando comparado aos demais 6rgdos. No pulmdo, ha maior predominancia
de taquizoitos marcados na IHQ, sendo visualizados em casos que ndo possuem lesdes
histopatoldgicas dignas de nota, porém, na avaliacdo por HE sao observados poucos casos
com formas infectantes, independente do estagio. No figado, sdo visualizados cistos e
taquizoitos, sendo mais prevalentes os taquizoitos marcados pela IHQ.

Santos et al (2018) relatam uma forte reacdo IHQ de cistos e taquizoitos de T.
gondii em focos inflamatdrios, independente do 6rgdo. Pardini et al, 2015 relatam a
presenca de taquizoitos identificados por IHQ no figado, baco, miocardio e sistema
nervoso central. Nao foram identificados formas infectantes no encéfalo de nenhum caso
do presente estudo. A presenca de taquizoitos em érgdos sem lesdo aparente reforcam a
hipbtese de uma susceptibilidade alta a infecces agudas e fatais em PNM. A visualizacéo
de formas infectantes no baco pode indicar um tropismo pelo 6rgdo em calitriquideos,
visto que essa foi a espécie mais presente no estudo. No entanto, 0 acometimento grave
do figado pelas lesdes e a presenca de formas infectantes visualizadas em HE e IHQ
indicam que a perda da funcéo hepatica pode ser a causa da morte desses animais.

A toxoplasmose é amplamente relatada e diversos estudos apresentam o carater
agudo e letal da infeccdo em PNM, porém ndo é comprovado como esses animais se
contaminam e a raz&o para sua alta susceptibilidade a nivel molecular. Além disso, néo é
determinada a prevaléncia de toxoplasma nas regides apresentadas nesse estudo, sendo

necessario maiores esclarecimentos dessas questdes.
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5. Conclusao.

O presente estudo comprova a ocorréncia de infecgdes por Toxoplasma gondii em
primatas ndo humanos nas regifes abordadas, por meio de avaliagbes histopatoldgicas
das lesdes e visualizacdo de formas parasitarias com o auxilio de técnicas de coloragédo
HE e imuno-marcacdo por anti-T.gondii. O carater critico das lesdes hepaticas comprova
a susceptibilidade de PNH a infeccdo, em especial a espécie Callithrix penicillata,
abundante no cerrado, bioma predominante da regido. Nao foi possivel a padronizagéo de
um orgdo exclusivo para o diagnostico de toxoplasmose, porém por analises qualitativas,
a visualizacdo de formas parasitarias foi mais clara no baco, mesmo que as lesdes
acentuadas predominassem no figado. No intuito de estabelecer um diagndstico confiavel,
a avaliacdo histopatologica e imuno-histoquimica de figado e baco de Callithrix

penicillata suspeitos de infec¢do por T. gondii pode ser realizada.
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ANEXO |

Figura 1. Callithrix penicillata. Figado. Areas de necrose multifocal aleatérias. H&E
[Aumento 100x; Bar= 250um].



Figura 2. Callithrix penicillata. Figado. Areas de necrose multifocal, evidenciando
macrofagos e neutréfilos integros e degenerados em meio aos corddes de hepatdcitos.
H&E [Aumento 200x; Bar= 50um].
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Figura 3. Callithrix penicillata. Pulmé&o. Cisto de T. gondii associado a espessamento

de septos interalveolares e moderada inflamacdo intersticial linfoplasmocitica. H&E
[Aumento 400x; Bar= 25 um].
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Figura 4. Callithrix penicillata. Figado. Cisto de T. gondii (seta) marcado com
anticorpo policlonal anti-T. gondii. Imunohistoquimica (IHQ). [Aumento 400x; Bar: 25
pm]
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Tabela 1. Casos de Toxoplasmose em primatas do novo mundo do DF e dos estados de

GO, TO, MT.
Animal Espécie Local

1 Saimiri boliviensis (cativeiro) Zoo-DF
2 Callithrix penicillata (livre) Vicente Pires- DF
3 Leontopithecus chrysomela (cativeiro) Zoo-DF
4 Leontopithecus chrysomela (cativeiro) Zoo-DF
5 Callithrix penicillata (livre) Brasilia- DF
6 Callithrix penicillata (livre) SIA-DF
7 Callithrix penicillata (livre) Brasilia-DF
8 Callithrix penicillata (livre) Brasilia-DF
9 Lagothrix lagotricha (cativeiro) Zoo-DF
10 Callithrix penicillata (livre) Alto Bonfim-GO
11 Callithrix penicillata (livre) Trindade-GO
12 Callithrix penicillata (livre) Luziania- GO
13 Callithrix penicillata (livre) Planaltina-DF
14 Callithrix penicillata (livre) Planaltina-DF
15 Callithrix penicillata (livre) Planaltina-DF
16 Callithrix penicillata (livre) Lago Sul-DF
17 Callithrix penicillata (livre) Planaltina-DF
18 Callithrix penicillata (livre) Goiania-GO
19 Callithrix penicillata (livre) Brazlandia-DF
20 Callithrix penicillata (livre) Brazlandia-DF
21 Callithrix penicillata (livre) Brazlandia-DF
22 Callithrix penicillata (livre) Brazlandia-DF
23 Callithrix penicillata (livre) Porto Nacional-TO
24 Callithrix penicillata (livre) Porto Nacional-TO
25 Callithrix penicillata (livre) Porto Nacional-TO
26 Callithrix penicillata (livre) Goiania-GO
27 Aotus azarae (livre) Cuiaba-MT
28 Callithrix penicillata (livre) Park way-DF
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30
31
32
33
34
35

Callithrix penicillata (livre)
Callithrix penicillata (livre)
Aotus azarae (livre)
Callithrix penicillata (livre)
Callithrix penicillata (livre)
Callithrix penicillata (livre)
Callithrix penicillata (livre)

Park way-DF
Palmas-TO
Cuiaba-MT

Trindade-GO

Trindade-GO
Ceiléndia-DF

Ceiléndia-DF
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Tabela 2. Lesdes histopatologicas compativeis com Toxoplasma gondii em figado, baco e

pulmé&o de primatas do novo mundo.

Nome cientifico N Hepatite Esplenite Pneumonia
A. azarae 2 2 (100%) 1 (50%) 0
C. penicillata 29 29 (100%) 14 (48,27%) 11 (37,93%)
L. lagotricha 1 1 (100%) 1 (100%) 0
L. chrysomela 2 2 (100%) 1 (50%) 1 (50%)
S. boliviensis 1 1 (100%) 1 (50%) 1 (50%)

Tabela 3. Deteccdo de cistos e taquizoitos com a colora¢do hematoxilina e eosina (HE) e exame

imuno-histoquimico (IHQ) do figado visando o diagnéstico da infec¢cdo por Toxoplasma gondii

em primatas do novo mundo.

M S'ﬁl‘:XU NI Cistos Cistos Taquizoitos Taquizoitos
Espécie N HE THQ HE THQ
A. azarae 2 1 0 1 2 (100%) 2 (100%) 1 (50%) 1 (50%)
C. penicillata 29 12 16 1 15(51,72%) 20 (68,96%) 18 (62%) 21 (72,41%)
L. lagotricha 1 1 0 O 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
L. chrysomela 2 1 1 0 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%)
S. boliviensis 1 0 1 o 0 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
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Tabela 4. Deteccdo de cistos e taquizoitos com a coloracdo hematoxilina e eosina (HE)
e exame imuno-histoquimico (IHQ) do baco visando o diagndstico da infecgdo por

Toxoplama gondii em primatas do novo mundo.

Sexo . . Taquizoitos Taquizoitos
Espécie NME NI Cistos HE  Cistos IHQ HE IHQ
A. azarae 2 1 0 1 1(50%) 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)
C.penicillata 29 12 16 1 9(31%) 15(51,72%) 16 (55,17%) 25 (86,2%)
L.lagotricha 1 1 0 O 0 1 (100%) 1 (100%) 0
L.chrysomela 2 1 1 0 1(50%) 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
S.boliviensis 1 0 1 0 1(100%) 0 0 0

Tabela 5. Deteccao de cistos e taquizoitos com a coloragdo hematoxilina e eosina (HE)

e exame imuno-histoquimico (IHQ) do pulmé&o visando o diagnostico da infeccdo por T.

gondii.
Sexo
M | F | NI  Cistos Cistos Taquizoitos Taquizoitos
Espécie N HE IHQ HE IHQ
A. azarae 2 1 0 1 0 0 0 0

C.penicillata 9 12 16 1 2(6,89%) 9 (31%) 5 (17,24%) 22 (75,86%)

[EEN
[EEN
o
o
o
o
o
o

L. lagotricha

N
[EEN
[N
o
o

L. chrysomela 0 1 (50%) 0

S.boliviensis 1 0 1 O 0 0 0 0




52



