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REsSUMO

A obtencdo de isolados a partir de bioensaio em camundongos é a metodologia mais
utilizada para a caracterizacdo molecular de Toxoplasma gondii. A realizacdo da
genotipagem diretamente em amostras bioldgicas pode ser uma ferramenta Util e rapida,
que permite a analise de um grande nimero de amostras. O objetivo deste trabalho foi
realisar a genotipagem de T. gondii a partir de diferentes amostras bioldgicas utilizando
a técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP (Mn-PCR-RFLP). Foram
utilizados pulméo e cérebro de camundongos experimentalmente infectados com cinco
isolados de T. gondii, 15 amostras de coracdo de galinhas caipiras naturalmente
infectadas e 12 amostras de sangue humano de recém-nascidos com toxoplasmose
congénita. Os gendtipos obtidos foram identificados e comparados com os existentes no
banco de dados ToxoDB  (http://toxodb.org/toxo/). Em  camundongos
experimentalmente infectados, a genotipagem completa foi obtida a partir de DNA
extraido de pulméo apos sete dias de infeccdo. Em cérebro, ndo houve amplificacdo na
maioria das amostras. A diferenca observada entre as amplificagdes nos dois 6rgaos
pode refletir a cinética de dispersdo e multiplicacdo do parasito, além da capacidade
patogénica dos diferentes isolados. Em galinhas caipiras naturalmente infectadas, foi
possivel realizar a genotipagem completa em duas amostras e parcial em 13 amostras.
Os dois novos genotipos obtidos ainda ndo haviam sido descritos na literatura. Em
sangue obtido de recém-nascidos com toxoplasmose congénita, foi possivel realizar a

genotipagem parcial de oito das 12 amostras analisadas.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, genotipagem, Mn-PCR-RFLP.
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ABSTRACT

The isolation of Toxoplasma gondii by mouse bioassay is the most used method for
molecular characterization of this parasite. Genotyping directly in biological samples
can be a useful and fast tool, which allows the analysis of a large number of samples.
The aim of this study was genotyping T. gondii from different biological samples using
multiplex multilocus nested PCR-RFLP (Mn PCR-RFLP). Lung and brain of mice
experimentally infected were used with five isolates of T. gondii, 15 heart samples from
naturally infected free-range chickens as well as 12 human blood samples of newborns
with congenital toxoplasmosis were used. The genotypes obtained were identified and
compared with ToxoDB database (http://toxodb.org/toxo/). In experimentally infected
mice, the complete genotype was obtained from DNA extracted from lungs after seven
days of infection. In the brain, there was no amplification in most samples. The
difference between the amplifications in the two organs may reflect the kinetics of
dispersion and multiplication of the parasite and the pathogenic ability of different
isolates. In naturally infected free-range chickens, it was possible to perform complete
genotyping in two samples and partial genotyping in 13 samples. The two new
genotypes obtained were not yet described in the literature. In blood from infants with
congenital toxoplasmosis it was possible to perform partial genotyping of eight of the

12 samples analyzed.

Keywords: Toxoplasma gondii, genotyping, Mn-PCR-RFLP.
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INTRODUCAO

1.  INTRODUGAO

Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux 1909) é considerado um dos patdgenos mais
bem sucedidos tanto em termos de nimero de hospedeiros quanto em porcentagem de
animais infectados ao redor do mundo (Su et al. 2010). Ao longo de sua evolucdo, T.
gondii desenvolveu uma ampla variedade de vias de transmissdo, tendo como
hospedeiros intermediarios provavelmente todos os animais homeotérmicos e como
hospedeiros definitivos os membros da familia Felidae (Tenter et al. 2000). Estima-se
que aproximadamente um terco da populacdo mundial esteja infectada em fase cronica

(Peng et al. 2011).

Pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida, Subclasse Coccidia, Ordem
Eucoccidiia, e a Sub-familia Toxoplasmatinae (Levine 1988), este protozoario € a Unica
espécie representante do género Toxoplasma. Os primeiros relatos de identificagdo do
parasito foram realizados em 1908 na Tunisia por Nicolle & Manceaux em roedores
silvestres africanos. Posteriormente, a espécie foi descrita com base na morfologia
(Toxo = arco; Plasma = vida) e no hospedeiro em que foi encontrado (Ctenodactylus

gundi) (Tenter et al. 2000, Dubey 2010).

1.1 BIOLOGIA DE TOXOPLASMA GONDII

T. gondii é um protozoario intracelular obrigatério de baixa especificidade, pois infecta

provavelmente quaisquer animais homeotérmicos e varios tipos celulares (Dubey 2010).

Apesar de varios estudos terem sido realizados desde o inicio do século XX, somente na

década de 1960 o ciclo biolégico de T. gondii foi elucidado. Isto ocorreu apos a
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demonstracdo de estagios infecciosos do parasito nas fezes de felideos que

possibilitariam a transmissdo a outros hospedeiros (Tenter et al. 2000, Dubey 2010).

Em seus hospedeiros, o parasito passa por duas fases de desenvolvimento assexuado: a
de taquizoito, de multiplicacdo rapida em diferentes tipos celulares; e a de bradizoito, de
multiplicacdo lenta, responsavel pela formacdo de cistos teciduais. Nos hospedeiros
definitivos ocorre a formacéo de oocistos que sdo liberados ainda ndo esporulados nas
fezes (Tenter et al. 2000, Dubey 2004, Hill et al. 2004). A esporulacdo ocorre no
ambiente em um prazo de um a cinco dias, dependendo das condi¢cfes de temperatura e
umidade. Oocistos esporulados contém dois esporocistos com quatro esporozoitos cada

(Dubey 2004, Hill et al. 2004).

Utilizando camundongos como modelo experimental, observou-se que, apds a ingestdo
de oocistos pelo camundongo, 0s esporozoitos sdo excistados e passam pelos
enterdcitos e células caliciformes do epitélio intestinal até alcangarem a lamina propria.
A partir de entdo, os parasitos podem infectar todos os tipos celulares do hospedeiro,
exceto hemacias, e passar por multiplicacdo celular e formacdo de taquizoitos. Estes se
multiplicam assexuadamente de forma intensa nas células do hospedeiro (Dubey 2010,
Hill et al. 2004). A taxa de invasdo e multiplicacdo varia de acordo com a cepa do
parasito e com a célula infectada. Devido a resposta imune e ao stress ambiental, os
parasitos entdo se diferenciam em bradizoitos. Esta nova fase de desenvolvimento
resulta no estagio encistado do parasito, atraves da formacéo de cistos teciduais (Tenter

et al. 2000, Sibley 2008, Dubey 2010).

A resposta imune do hospedeiro ndo pode, no entanto, eliminar uma infeccdo ja
estabelecida, ja que os cistos teciduais persistem por varios anos. Alguns podem se

romper em algum momento da vida do hospedeiro e os bradizoitos liberados sdo, em
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sua maioria, destruidos. Caso haja imunossupressdo, a infeccdo pode ser reativada com

a disseminacdo de bradizoitos e sua conversdo em taquizoitos (Dubey 2004).

O ciclo de T. gondii pode ser mantido apenas entre os hospedeiros intermediérios
através de expansoes clonais do parasito provenientes da ingestdo de cistos teciduais de

um hospedeiro infectado (Tenter et al. 2000, Robert-Gangneux e Dardé 2012).

1.2 MECANISMOS DE TRANSMISSAO

Todas as formas evolutivas de T. gondii sdo infectantes tanto para hospedeiros
definitivos quanto para intermediarios. As formas mais frequentes de transmissdo
ocorrem de forma horizontal ou vertical (Figura 1). A forma horizontal ocorre pela via
oral, geralmente por ingestdo de oocistos infectantes presentes no ambiente ou ingestéo
de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais. J& a via vertical consiste na

transmissdo transplacentaria de taquizoitos (Tenter et al. 2000).

A importancia relativa das transmissfes via cistos teciduais ou oocistos em uma dada
populacdo € desconhecida, exceto no caso de surtos com uma fonte bem definida de
infeccdo. Até agora, apenas estudos sobre fatores de risco deram alguma indicacdo da
via predominante de transmissdo em uma dada populacdo. A recente descoberta de uma
proteina especifica de esporozoitos capaz de produzir anticorpos diferenciados em

infeccdes experimentais pode ajudar a elucidar esta questdo (Hill et al. 2011).

O risco de transmissdo associado a ingestdo de carne varia entre os diferentes paises de
acordo com os habitos alimentares locais e com a prevaléncia da doenca entre 0s

animais criados para consumo. Em um estudo multicéntrico na Europa, estimou-se que
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0 consumo de carne é responsavel por 30 a 63% dos casos de infec¢cdo, enquanto o

contato com o solo representou de 6 a 17% dos casos (Cook et al. 2000).

& & Al Contaminagéo A
de felideos
Disseminagio (caca)
de oocistos
—
Disseminacao
de oocistos
Contaminacao

Contaminacao de de gatos (caca)
égua e solo

Contaminacéo
de herbivoros

contato com as
fezes do gato

Transmissdo

Contaminag&o humana
- carne crua ou mal cozida
vertical ( ) Contaminagao

de carnivoros

Figura 1: Principais mecanismos de transmissao de T. gondii (Robert-Gangneux e Dardé 2012

A

A

modificado).
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No Brasil, milhdes de animais destinados a alimentacdo sdo abatidos para o consumo
humano por ano, sendo 0s suinos uma das fontes mais provaveis de infeccdo pela
ingestdo de carne (Dubey et al. 2012). Outra fonte importante de infeccdo por cistos
teciduais € o consumo de galinhas caipiras. Estes animais, além de indicadores de
contaminacdo do solo por oocistos, também podem ser uma fonte de infec¢do para
felideos e seres humanos (Dubey et al. 2003, Dubey et al. 2004, Dubey et al. 2010).
Galinhas caipiras sdo frequentemente abatidas nas casas e as visceras muitas vezes ndo

sdo devidamente eliminadas (Dubey et al. 2012).

A contaminacdo ambiental por oocistos vem ganhando destaque como importante forma
de transmissdo da toxoplasmose. Um unico felideo pode liberar mais de 100 milhdes de
oocistos ndo esporulados (Dubey 2010). Solo e 4gua contaminados podem agir como
veiculos de transmissdo de oocistos para vegetais e frutas de consumo, mas ha poucos

dados que confirmem esta informacédo (Dubey 2004, Robert-Gangneux e Dardé 2012).

A possibilidade de transmissdo e difusdo do parasito associada a &gua possui um
impacto epidemioldgico mais importante do que se pensava, ja que pode afetar um
grande nimero de pessoas e possibilitar surtos da doenca (Karanis et al. 2013). Oocistos
podem permanecer vidveis por longos periodos na agua, resistir a diferentes
temperaturas, além de ndo serem facilmente destruidos por tratamentos quimicos e
fisicos como a cloragdo e tratamento com 0z6nio (Robert-Gangneux e Dardé 2012). No
Brasil, entre os anos de 2001 e 2002, foi registrado o maior surto de toxoplasmose do
mundo, ocorrido no Municipio de Santa Isabel do lIvai, Parana, com 462 pessoas
apresentando sorologia sugestiva de toxoplasmose. A investigacdo epidemioldgica
concluiu que a fonte de infeccdo foi um dos reservatérios de agua da cidade

contaminado por fezes de um gato infectado (de Moura et al. 2006).



INTRODUCAO

A transmissdo vertical € caracterizada pela capacidade dos taquizoitos atravessarem a
placenta causando uma infeccdo congénita. A transmissdo transplacentaria tem sido
responsabilizada pela ocorréncia de abortos, natimortos, debilidade e mortalidade
neonatal, tanto no homem como em outros animais (Tenter et al. 2000). Classicamente,
infeccdes congénitas sdo resultantes de infeccdo primaria materna durante a gestacdo. A
placenta desempenha papel principal no processo, uma vez que é a0 mesmo tempo uma
barreira natural que se destina a proteger o feto e também um tecido alvo para a
multiplicacdo do parasito (Abbasi et al. 2003). A barreira placentaria é mais eficiente no
inicio da gestacdo e conduz a passagem de parasitos em menos de 10% dos casos no
primeiro trimestre. Ao longo da gestacdo, esta barreira torna-se mais permeavel,
permitindo a transmissdo em cerca de 30% dos casos no segundo trimestre e de 60 a

70% no terceiro (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

1.3 A TOXOPLASMOSE EM ANIMAIS

A deteccdo da infeccdo crbnica por T. gondii em animais baseia-se principalmente em
testes sorologicos. Entretanto, inquéritos sorologicos por si s6 ndo fornecem
informacBes sobre a prevaléncia de parasitos viaveis, uma vez que T. gondii ja foi

isolado a partir de animais soronegativos (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

1.3.1 ANIMAIS SILVESTRES

Os processos que promovem a infeccdo em populagdes silvestres sdo altamente
complexos e envolvem a interacdo de caracteristicas fisicas, bioldgicas e ecologicas. Por
exemplo, o clima quente e seco é desfavoravel a sobrevivéncia do oocisto, 0 que esta

associado a baixa prevaléncia em regides com estas caracteristicas. J& em paises de
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clima tropical umido a prevaléncia € alta. Quanto a dieta e ao comportamento alimentar
dos hospedeiros, a prevaléncia € menor em herbivoros do que em onivoros ou
carnivoros, devido a eficacia cumulativa do ciclo predador-presa de T. gondii, ja que o
carnivorismo permite que o ciclo se mantenha apenas entre hospedeiros intermediarios
(Tenter et al. 2000, Robert-Gangneux e Dardé 2012). E possivel dizer que T. gondii é
mais bem adaptado a transmissdo por carnivorismo em felideos e por oocistos nos

demais hospedeiros (Dubey 2010, Sibley et al. 2009).

A soroprevaléncia em felideos silvestres é geralmente alta, podendo chegar a 100% em
alguns casos (Dubey 2010). A dieta e os habitos comportamentais de felideos silvestres
tem grande efeito sobre transmissibilidade e a prevaléncia de T. gondii aos demais

hospedeiros (Cafién-Franco et al. 2013).

No Brasil, alguns estudos recentes mostram a presenca da infeccdo em uma variedade
de animais silvestres. Truppel e colaboradores (2010) realizaram um estudo com
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), roedor usado para 0 consumo humano em
muitas areas da Ameérica do Sul. Utilizando teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
em 26 capivaras do sul do Brasil, foi observada a soropositividade em 61,5% delas.
Cabral e colaboradores (2013) observaram a presenca do parasito em morcegos do
estado de Sdo Paulo através de indculo de tecidos destes animais em camundongos.
Estes autores destacam a importancia de insetos como transportadores mecanicos de
oocistos, da contaminacdo pela agua e solo, além da possibilidade de contaminacédo pela
ingestdo de sangue de um hospedeiro em fase aguda. Através de andlise por PCR de
tecidos de 40 felideos silvestres do Rio Grande do Sul, Cafién-Franco e colaboradores

(2013) verificaram positividade em 34,4% deles.
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Podem-se destacar também os estudos recentes envolvendo animais aquaticos. Uma
variedade de animais como lontras, golfinhos, focas e morsas tem sido relatada na
literatura recente com prevaléncia de 47 até 100% (Dubey 2010). Estes animais servem
como sentinelas da contaminacdo aquatica por oocistos pelo escoamento de agua doce
no ecossistema marinho (Dubey et al. 2003, Robert-Gangneux e Dardé 2012). Um
estudo realizado com botos amazénicos (Inia geoffrensis) mostrou a existéncia de
anticorpos anti-T.gondii em 82 dos 95 botos estudados. A presenca de oncas na regido
em época de seca, na qual as aguas estdo baixas, e o clima tropical tmido sdo provaveis

fatores associados a infeccdo dos botos (Santos et al. 2011).

1.3.2 ANIMAIS DOMESTICOS

Os gatos sdo 0s hospedeiros mais importantes na epidemiologia das infec¢des por T.
gondii em humanos e animais (Pena et al. 2006). Em geral, os gatos domésticos
possuem menor prevaléncia em relacdo aos silvestres pelas diferencas no estilo de vida
destes animais, principalmente pelo habito de cacar mais frequente nos felideos
silvestres (Dubey 2010). A soroprevaléncia também pode variar de acordo com a idade
dos gatos, a dieta, 0 método de teste soroldgico e localizacdo geografica (Pena et al.
2006). Sabe-se que a positividade aumenta com a idade do gato, indicando a

transmissdo pos-natal do T. gondii (Dubey 2010).

Os bradizoitos séo altamente infectantes para gatos, culminando na liberacao de milhdes
de oocistos apds a ingestdo. Por outro lado, oocistos possuem uma infectividade baixa
para estes animais (Dubey 2010). A maioria dos gatos que eliminaram oocistos uma vez
desenvolvem imunidade e ndo excretam repetidamente oocistos ap6s um novo desafio

(Pena et al. 2006).
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Pinto e colaboradores (2009) analisaram o soro de 245 gatos domiciliados do Rio
Grande do Sul, encontrando 37,9% de animais soropositivos por RIFI. Os autores
ressaltam que estes animais, em algum momento da vida, foram fonte de contaminacgéo
ambiental, sendo que o acesso do animal a rua e a idade foram fatores considerados de
risco. Pena e colaboradores (2006) determinaram a prevaléncia soroldgica e
parasitologica de T. gondii em 237 gatos de 15 municipios de Sdo Paulo. Anticorpos
anti-T. gondii foram encontrados em 84 animais (35,4%) pelo teste de aglutinacédo

modificada (MAT).

Em suinos, pesquisas soroldgicas tém relatado uma distribuicdo mundial de T. gondii. A
prevaléncia varia entre 0s suinos de mercado em sistemas de confinamento e 0s porcos
caipiras ou organicos. A questdo central que afeta a soroprevaléncia é a exposicao de
suinos aos oocistos e a roedores infectados, e ndo o sistema de gestdo. H4 um consenso
geral de que a infeccdo em suinos ndo serd impedida, a ndo ser que o contato com

oocistos e roedores seja impedido (Dubey 2010).

A prevaléncia de anticorpos para T. gondii entre ovinos é geralmente maior que em
outros herbivoros domésticos. Esta diferenca deve estar relacionada a susceptibilidade
das diferentes espécies a infeccdo (Dubey 2010). Nestes animais, a infec¢do ndo soO
resulta em significantes perdas econémicas, mas também tem implicacGes para saude
publica por constituirem uma fonte de infeccdo para o homem (Tenter et al. 2000).
Além disso, a infeccdo por T. gondii é reconhecida como uma das principais causas de
aborto em ovinos em varios paises (Dubey 2010). Como o aborto ¢ um evento
fisiolégico de grande importancia do ponto de vista de crescimento do rebanho, a
toxoplasmose deve ser considerada relevante para que este atinja niveis 6timos de

produtividade (Cavalcante et al. 2007).
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Em galinhas, prevaléncias soroldgicas utilizando a técnica de MAT mostraram
resultados variando entre 2 e 100% ao redor do mundo (Dubey 2010). Existem
basicamente dois métodos de criacdo de galinhas, o chamado “free-range” (galinhas
caipiras) e o de criacdo em gaiolas ou galpbes (galinhas de granja). A principal
diferenca entre os dois grupos é que as galinhas criadas ao ar livre (free-range) podem
ingerir alimentos que estdo distribuidos no solo, enquanto as galinhas de granja sao
alimentadas quase exclusivamente com racao seca processada comercialmente (Zhu et
al. 2008). Devido a esta possibilidade de contato e revolvimento do solo, galinhas
caipiras estdo mais expostas a contaminacéo pelo T. gondii. Sendo assim, a deteccdo da
infeccdo nestes animais pode ser um bom indicador da contaminacdo do ambiente por
oocistos (Dubey et al. 2003, Dubey et al. 2004, Dubey 2010). No Brasil, muitos estudos
soroepidemioldgicos de toxoplasmose em galinhas vém sendo realizados. Englobando
varios estados do pais, a prevaléncia se manteve alta, variando entre 38% no Rio Grande
do Sul e 66% no Amazonas, até o ano de 2010 (Dubey 2010). Clementino Andrade e
colaboradores (2013) analisaram 43 amostras de sangue de galinhas caipiras do Estado
do Rio Grande do Norte, encontrando 30 positivas pelo método imunoenzimatico
(ELISA). Ao analisar o soro de 50 galinhas oriundas do Arquipélago de Fernando de
Noronha, Dubey e colaboradores (2010) obtiveram 84% de positividade. Em Minas
Gerais, Brand&o e colaboradores (2006) recolheram o soro de 28 galinhas caipiras e

obtiveram 53,6%de positividade por RIFI.

1.4 A TOXOPLASMOSE EM HUMANOS

Geralmente, assume-se que 25 a 30% da populagdo mundial estd infectada por T.
gondii, mas as prevaléncias variam muito entre os paises e mesmo entre diferentes

comunidades de uma mesma regido (Tenter et al. 2000, Zhu et al. 2008, Dubey 2010).
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A infeccdo por T. gondii em humanos é geralmente assintomatica. Entretanto, a
toxoplasmose é mais grave em individuos imunodeficientes e em casos de transmissdo
congénita. Mesmo entre esses individuos mais susceptiveis, existe uma grande

variabilidade na gravidade da toxoplasmose (Howe et al. 1997).

Os fatores climaticos que afetam a sobrevivéncia de oocistos e, consequentemente, as
taxas de infeccdo de animais de consumo desempenham um papel importante, assim
como habitos alimentares, econdmicos, sociais ou culturais, a qualidade da agua e a
cobertura de saneamento bésico. Prevaléncias mais elevadas sdo classicamente
observadas em paises tropicais com clima imido e quente e as mais baixas em paises

aridos ou muito frios (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

Observa-se uma soroprevaléncia baixa (10 a 30%) na América do Norte, no Sudeste da
Asia, no norte da Europa e em alguns paises africanos. Prevaléncia é moderada (30 a
50%) em paises do centro e sul da Europa e alta na América Latina e nos paises

africanos tropicais (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

141 IMUNOCOMPETENTES

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo priméaria possui fase aguda de curta
duracdo, caracterizada por febre, enfartamento dos ganglios linfaticos e fraqueza
muscular. Normalmente, a infeccdo é controlada pelo sistema imune e raramente 0s
pacientes necessitam de tratamento (Sibley et al. 2009, Robert-Gangneux e Dardé
2012). Na maioria dos casos, as infeccGes permanecem clinicamente ndo aparentes, mas
alguns estudos relatam uma possivel associagdo entre a soropositividade e doencas

psiquiatricas atipicas em humanos (Sibley et al. 2009).
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Sabe-se que uma grande fracdo dos pacientes com lesGes oculares (toxoplasmose
ocular) é resultante de uma infeccdo pos-natal adquirida (Sibley et al. 2009). A doenca
ocular geralmente resulta da ruptura cistos teciduais e causam inflamacéo na retina. Na
regido sul do Brasil, foram descritos varios casos de toxoplasmose ocular grave em
adultos saudaveis, muitos dos quais adquiriram a infeccdo pds-natal (Silveira et al.
2001). O tratamento da toxoplasmose ocular pode ser feito com corticoides e

antibioticos, embora ndo erradiquem a infeccdo (Sibley et al. 2009).

14.2 IMUNODEFICIENTES

Em individuos imunodeficientes, os pacientes estdo mais sujeitos ao risco de
reagudizacao, seja por reativacdo através da ruptura de cistos teciduais, seja por uma
possivel reinfeccdo (Khan et al. 2005, Robert-Gangneux e Dardé 2012). O cérebro é o
orgdo mais comumente afetado nestes pacientes, seguido dos pulmdes, olhos e coragéo.
Em lesbes ativas, numerosos taquizoitos sdo encontrados destruindo o tecido do

hospedeiro (Dubey 2010).

Em pacientes com AIDS, a toxoplasmose pode causar encefalite, pneumonia,
retinocoroidite, entre outros (Dubey 2010). A encefalite é a manifestacdo predominante,
podendo causar dores de cabeca, letargia, perda de memoria, deméncia, entre outros
(Hill et al. 2004, Khan et al. 2005). Lindstrom e colaboradores (2006) mostraram que a
reativacdo da infeccdo pelo T. gondi € responsavel por quase um quarto dos disturbios
neurolégicos em paciente com AIDS de Uganda. Apds o surgimento da terapia
antiretroviral, a incidéncia de encefalite em pacientes aidéticos com toxoplasmose tem

diminuido (Jones et al. 2002).
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Em individuos transplantados, a toxoplasmose aguda ou disseminada pode resultar tanto
da reativacdo de uma infecgdo latente quanto da infeccdo por cistos presentes no 6rgédo
recebido. A toxoplasmose pulmonar ou disseminada ocorre com mais frequéncia nestes
pacientes por desenvolverem uma rapida e progressiva infeccdo, além de uma massiva

disseminacéo de parasitos (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

143 TOXOPLASMOSE CONGENITA

A toxoplasmose congénita tem sido responsabilizada pela ocorréncia de abortos,
natimortos, debilidade e mortalidade neonatal. Os recém-nascidos podem apresentar
sinais classicos, que sdo hidrocefalia, microcefalia, calcificacbes cerebrais e
retinocoroidite (Tenter et al. 2000, Zhou et al. 2011). Em cultura de trofoblastos de
placenta humana, ja foi observado que estas células sdo rapidamente infectadas pelo T.
gondii, induzindo um aumento da apoptose. Estes graves danos a placenta podem causar
perda do feto ou retardamento do crescimento intrauterino (Abbasi et al. 2003). No feto,
a multiplicacdo do parasito induz focos de necrose e forte inflamacéo, levando a grandes

alteracdes nos tecidos, principalmente no cérebro e olhos (Dubey 2010).

Em estudo realizado na Europa em 2007, foi observada uma prevaléncia de 3,3 por
10.000 nascidos vivos. Dos 272 casos ocorridos naquele ano, 11 resultaram na
interrupcdo da gravidez devido a lesBes cerebrais ou morte fetal e 87% dos nascidos
vivos eram assintomaticos (Robert-Gangneux e Darde 2012). J& na China, apesar da
maioria dos nascidos vivos ndo apresentarem anormalidades ao nascimento, sem o
tratamento muitos desenvolvem retinocoroidite e danos neuroldgicos ao longo da vida
(Zhou et al, 2011). Nos EUA, observou-se que em 25 criangas ndo tratadas até o

primeiro ano de vida, 72% desenvolveram novas lesdes oculares durante um periodo
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médio de acompanhamento de 5 a 7 anos (Phan et al. 2008). No Brasil, a situacédo
parece semelhante. Em estudo realizado em Minas Gerais entre os anos de 2006 e 2007,
observou-se um caso da doenca para cada 770 nascidos vivos (1,3/1.000), sendo que
80% destes desenvolveram ledes oculares em pelo menos um dos olhos, ainda que

assintomaticos ao nascimento (Vasconcelos-Santos et al. 2009).

Sabe-se que a gravidade da infeccao fetal estd relacionada ao periodo gestacional em
que a mée foi infectada (Dubey 2004). Na maioria dos casos, o feto é exposto durante o
ultimo trimestre e os sintomas sao leves ou a crianca é assintomatica. Neste periodo, 0
risco de transmissdo € bastante elevado, porém apenas cerca de 10% das criancas
nascem com sintomas clinicos detectaveis (Kaye 2011). Por outro lado, quando
gestantes se infectam em idades gestacionais prematuras, o risco de transmissdo
transplacentaria € baixo, mas, caso ocorra, as consequéncias para o desenvolvimento
fetal sdo graves, podendo levar a anomalias ou aborto espontaneo do feto (Robert-

Gangneux e Dardé 2012, Pinard et al. 2003, Kaye 2011).

15 CARACTERIZAGAO MOLECULAR

Tendo em vista a necessidade de conhecimento aprofundado sobre viruléncia,
infectividade, suceptibilidade e outros aspectos bioldgicos e epidemioldgicos do

parasito, varios estudos buscam caracterizar T. gondii em nivel molecular.

151 DIVERSIDADE GENETICA DE T. GONDII

Apesar da presenca de um ciclo sexuado e de uma distribuicdo mundial, a estrutura
populacional de T. gondii foi descrita inicialmente como altamente clonal, exibindo uma
baixa diversidade genética. Esta foi a conclusdo dos estudos de genética de isolados da
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Europa e dos Estados Unidos, que agruparam o parasito em trés genotipos (I, 11, e I11)
equivalentes a linhagens clonais, estaveis no tempo e no espaco. (Darde et al. 1992,
Howe e Sibley 1995, Ajzenberg et al. 2002, Su et al. 2006). Estes trés genotipos sdo o
possivel resultado de cruzamentos genéticos naturais entre tipos parentais altamente
semelhantes. A progénie teria se expandido, dando origem a uma populacdo clonal nos

ultimos 10.000 anos (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

Ha vérias possiveis explicacdes para a existéncia de uma estrutura populacional clonal
de T. gondii em estado selvagem. Primeiro, o ciclo sexual ndo é obrigatério para a
transmisséo, que também pode ocorrer pela ingestdo de estagios intermediarios através
da alimentacdo carnivora ou onivora (Tenter et al. 2000, Sibley et al. 2009). Em
segundo lugar, um unico organismo hapléide pode se diferenciar para completar o ciclo
de vida no felideo. Como a coinfeccdo com multiplas cepas € provavelmente um evento
raro, felideos normalmente liberariam oocistos contendo descendéncia geneticamente
idéntica. Uma vez que uma complexidade genética limitada € estabelecida, ela seria

passivel de ser mantida (Sibley et al. 2009).

No entanto, o uso de novos marcadores moleculares no estudo de isolados do parasito
obtidos na América do Sul tem demonstrado que T. gondii possui uma maior
variabilidade genética do que aquela descrita anteriormente (Ferreira et al. 2006, Dubey
et al. 2008, Ragozo et al. 2010, Frazdo-Teixeira et al. 2011, Clementino et al. 2013).
Essas cepas com gendtipos atipicos também podem ser responsaveis por infeccbes
graves ou letais em individuos imunocompetentes, podendo provocar pneumonia,
miocardite, meningoencefalite, ou polimiosite (Robert-Gangneux e Dardé 2012). Os
dados coletados por meio do Centro de Recursos do “Centre National de Référence de

La Toxoplasmose” (Limoges, Franca) mostrou que entre as 10 infeccdes graves ou
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letais que ocorreram entre 2007 e 2010 na Franga, 7 foram relacionadas aos genotipos

atipicos adquiridos na Guiana Francesa (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

Ao calcular a extensdo geografica da diversidade alélica na América do Sul, estimou-se
que essa divisdo de gendtipos ocorreu hé cerca de 10° anos. Isso corresponde a0 mesmo
periodo de tempo da conexdo entre os continentes pela formacgédo do Istmo do Panama,
que teria permitido a migracdo do T. gondii entre os continentes juntamente com 0s
felinos (Khan et al. 2007). No entanto, para o melhor esclarecimento da histéria
evolutiva de T. gondii, em diferentes escalas de tempo, um numero maior de amostras
de diferentes continentes ainda € necessario. A expansdo geografica de gendtipos
idénticos em todos os continentes, tanto clonais como atipicos, pode ser facilitada pelas
atividades humanas, tais como transportes e intercdmbios, assim como a migracao de

aves (Robert-Gangneux e Dardé 2012).

A compreensdo da diversidade genética de T. gondii é importante para avaliar a
epidemiologia molecular do parasito, ja que variacdes locais na estrutura genética sao
altamente relevantes para compreender caracteristicas como a transmissao,

imunogenicidade e patogénese (Sibley et al. 2009).

15.2 PRINCIPAIS TECNICAS S DE GENOTIPAGEM

A alta variabilidade genética do parasito observada na América do Sul vem sendo
comprovada através de modernas técnicas de biologia molecular. Existem diferentes
métodos para realizar a genotipagem de isolados de T. gondii com vantagens e

desvantagens.
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Os primeiros estudos de tipagem foram baseados na eletroforese de isoenzimas. A
analise de 35 isolados de T. gondii por isoenzimas permitiu a identificacdo de cinco
zimodemas (Dardé et al. 1992). Estas andlises, entretanto, requerem um grande numero
de parasitos purificados, inviabilizando seu uso pratico em rotina laboratorial (Sibley et
al. 2009). Mais tarde, foram elaborados marcadores para microssatélite, segmentos de
DNA curtos e repetitivos que tendem a ocorrer na regido ndo codificante. O uso destes
marcadores para a tipagem de T. gondii é sensivel, confiavel e passivel de anélises de
alto rendimento (Darde et al. 2004). No entanto, também sao altamente polimorficos e
podem ser influenciados pela contaminacdo do DNA do hospedeiro, o que constitui uma

fonte significativa de variabilidade (Sibley et al. 2009).

O polimorfismo pelo tamanho do fragmento de restricdo (RFLP) tem sido amplamente
utilizado para a genotipagem de T. gondii. Este método detecta variacbes minimas em
um gene, sendo que uma Unica substituicdo de bases pode originar ou extinguir um sitio
capaz de ser digerido pelas endonucleases de restricdo (Singh 1997). Marcadores de
RFLP passam por amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seguido de
digestdo com enzimas de restricdo especificas e visualizacdo em gel de eletroforese
(Sibley et al. 2009). Howe e colaboradores, em 1997, desenvolveram um sistema de
tipagem de T. gondii baseado na analise de restricdo de fragmentos do gene SAG2,
amplificado por nested PCR. Este método identifica genétipos de cepas das trés

linhagens clonais descritas anteriormente.

No entanto, existem limitacdes na genotipagem de cepas baseadas somente em um locus
(Lehmann et al. 2000, Ajzenberg et al. 2005). A utilizagdo de um unico marcador
genético limita o poder de distincdo dos isolados de T. gondii, ndo sendo possivel

detectar recombinacdes ou alelos atipicos (Dardé 2004, Ajzenberg et al. 2005, Su et al.
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2006). A utilizacdo de uma tipagem genética multilocus é necessaria para avaliar a real
diversidade da populacdo de T. gondii, encontrar fatores genéticos que podem
influenciar na viruléncia do parasito, entender eventuais mecanismos de selecfes
genotipicas de acordo com a espécie hospedeira ou tentar relacionar o genoétipo do

parasito as manifestacdes clinicas da toxoplasmose (Dardé 2004, Ferreira et al. 2006).

Tendo em vista a necessidade de desenvolver métodos mais sensiveis na deteccao de
polimorfismos genéticos entre os diferentes isolados de T. gondii, Su e colaboradores
em 2006 desenvolveram um conjunto de marcadores para PCR-RFLP que fornecem
maior resolucdo para a genotipagem de T. gondii, cada um deles capaz de distinguir o0s
trés alelos. Os produtos de PCR sofrem a acdo de enzimas de restricdo especificas e a
visualizacdo é feita por eletroforese em gel. Todos os genotipos encontrados desde
entdo sdo depositados em um banco de dados digital denominado ToxoDB
(www.toxodb.com) em que se encontram disponiveis publicamente dados do genoma,
além das proteinas conhecidas (Kissinger et al. 2003). Atualmente, constam neste banco

de dados 141 gendtipos diferentes de T. gondii.

Um grande desafio da técnica de RFLP multilocus é que, muitas vezes, as amostras séo
limitadas, tanto em volume quanto em quantidade de DNA, particularmente a partir de
amostras de casos clinicos. Para atenuar este problema, foi desenvolvido o “Multiplex
multilocus nested PCR-RFLP” (Mn-PCR-RFLP), método que emprega 11 marcadores
geneéticos, incluindo SAG1, SAG2, SAG2-alt, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2,
L358, PK1 e Apico (Su et al. 2010). Nesta técnica, os marcadores sdo pré-amplificados
por PCR multiplex utilizando iniciadores externos numa unica reagéo e os produtos sao
utilizados como molde para amplificar cada marcador individualmente por nested-PCR

(Su et al. 2010).
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O sequenciamento direto de regides gendémicas revela a diversidade genética completa,
incluindo polimorfismos de um Unico nucleotideo e pequenas insercdes e delecdes. Por
isso, detecta geralmente muito maior diversidade genética do que outros metodos. Por
exemplo, um elevado grau de polimorfismo foi observado no Locus GRA6 por
sequenciamento, enquanto que a analise por PCR-RFLP detectou apenas 0s trés grupos
I, 11 e 1l (Sibley et al. 2009). Por outro lado, mesmo que 0s custos do sequenciamento
caiam a um nivel onde seja possivel obter a sequéncia gendmica de todos os isolados,
todos seriam considerados Unicos e, ainda assim, seriam necessarios critérios que

permitissem comparacdes a fim de classificar os isolados (Sibley et al. 2009).

A partir do uso deste conjunto de marcadores associados as técnicas mencionadas, em
especial o PCR-RFLP, aplicados a isolados de diferentes hospedeiros em diferentes
regibes geograficas, ficou definitivamente evidenciada a grande diversidade genética
deste parasito na América do Sul. Destaque deve ser dado aos estudos realizados
recentemente no Brasil a partir de amostras de animais de diferentes regifes. Ja estudos

com amostras clinicas obtidas de humanos ainda sdo escassos.

153 GENOTIPAGEM DE T. GONDII POR BIOENSAIO E ISOLAMENTO

Um dos métodos mais utilizados para obter DNA de T. gondii para realizar a
genotipagem é o bioensaio em camundongos. Para isso, tecidos suspeitos para a
presenca do parasito s@o inoculados em camundongos, 0s quais sdo posteriormente
monitorados para 0 acompanhamento do desenvolvimento da doencga e soroconversao
(Dubey 2010, Robert-Gangneux e Dardé 2012). Apo6s a obtencdo dos camundongos
infectados a partir do tecido inoculado, € possivel isolar o parasito (Dubey 2010, Dubey

et al. 2010). Bioensaios com gatos sdo mais sensiveis, mas também mais caros. Este
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ensaio consiste em alimentar o gato com amostras do tecido suspeito e, em seguida,
examinar as fezes para verificar a liberacao de oocistos de 3 a 14 dias ap0s a inoculacéo

(Dubey et al. 2010, Robert-Gangneux e Dardé 2012).

Amostras de T. gondii isoladas de galinhas caipiras tem sido utilizadas prefencialmente
em estudos populacionas do parasito, uma vez que estes animais tem sido considerados
marcadores de contaminacdo ambiental (Dubey et al. 2010). Vérios trabalhos de
genotipagem destes animais foram realizados no Brasil, mas a grande maioria utilizando
apenas um locus (Dubey et al. 2002a Dubey et al. 2003; Brandao et al. 2006). Em
estudos recentes utilizando 11 marcadores genéticos, Dubey e colaboradores (2008)
obtiveram 151 isolados de T. gondii em 11 estados brasileiros encontrando 58
gendtipos. Clementino Andrade e colaboradores (2013) obtiveram 13 isolados de
galinhas da regido nordeste, que foram genotipadas utilizando 11 marcadores. Foi
identificado apenas um genotipo, provavelmente devido a uma mesma fonte de infeccéo

para galinhas de um mesmo criatorio.

Pena e colaboradores em 2008, analisando amostras de DNA provenientes de 46
isolados de T. gondii obtidos de gatos de Sdo Paulo, encontraram 20 gen6tipos distintos.
Combinando estes dados com outros de genotipagem de isolados obtidos de galinhas,
caes e gatos no Brasil, foi observado que quatro genétipos predominantes estavam
presentes em diferentes hospedeiros e localidades. Estes foram, entdo, considerados

como linhagens clonais comuns no Brasil, designadas Brl, Brll, Brlll e BrIV.

Ragozo e colaboradores (2008) realizaram a genotipagem de isolados de T. gondii
obtidos de 16 ovinos, revelando a ocorréncia dos genotipos Brl e Brlll, além de novos
genotipos ndo descritos na literatura. Silva e colaboradores (2011) genotiparam 13

isolados obtidos de ovinos provenientes de frigorificos brasileiros e dez genotipos
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diferentes foram identificados, quatro destes Unicos até entdo. Ragozo e colaboradores
(2010) também obtiveram 12 isolados do parasito, revelando a ocorréncia do genétipo
Brl em quatro caprinos e novos gendétipos ndo descritos na literatura, além de uma

mistura de gendtipos distintos em uma das amostras.

Com relacdo a genotipagem de isolados de suinos, Frazdo-Teixeira e colaboradores
(2011) obtiveram cinco isolados de T. gondii a partir de 35 amostras do Rio de Janeiro e
quatro genotipos foram identificados. A analise de DNA multilocus mostrou que cada
linhagem possuia uma combinacdo Unica de alelos ainda ndo descritos na América do
Sul. Recentemente, isolamos T. gondii a partir de suinos abatidos para consumo humano
no Estado do Rio Grande do Norte. Obtivemos cinco isolados, os quais apresentavam
quatro genotipos diferentes, um deles ja descrito para outros hospedeiros da mesma

regido (Clementino Andrade et al. 2013).

Em seres humanos, os estudos sdo menos abundantes pela dificuldade de obtencéo de
amostras. Em nosso laboratdrio, Carneiro e colaboradores (2013) realizaram a primeira
descricdo de isolados obtidos de amostras de sangue de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita no Brasil. Neste estudo, foram obtidos 27 isolados oriundos de
pacientes de Minas Gerais e a genotipagem de 24 destes revelou 14 gendtipos
diferentes. Sete destes genotipos ja haviam sido descritos anteriormente em animais,
enquanto outros sete foram identificados pela primeira vez. Cerca de 29% pertenciam
ao genotipo Brll. Este trabalho sugere a alta diversidade genética de T. gondii em

humanos no Brasil.
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154 GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

A técnica do bioensaio para o isolamento de T. gondii fornece bons resultados, mas é
bastante laboriosa e demorada, além de ndo ser bem adaptada a um grande numero de
amostras. Assim, métodos baseados em PCR foram desenvolvidos para detectar o DNA
do parasito diretamente da amostra bioldgica de interesse. Estes métodos podem ser
menos sensiveis do que os bioensaios, devido a distribuicdo ndo uniforme dos cistos nos
tecidos e ao pequeno tamanho da amostra de tecido utilizado (geralmente de 50 mg de
amostra, em comparacdo com 50 a 500g em bioensaios) (Robert-Gangneux e Dardé

2012).

Fuentes e colaboradores (2001) realizaram a caracterizacdo genética diretamente de
amostras clinicas de pacientes da Espanha utilizando o locus SAG2, eliminando o
processo anterior de isolamento em camundongos ou cultura de células. Utilizando 24
amostras, a caracterizagdo foi bem sucedida em 76,5 % dos casos. Cepas do tipo Il
foram as mais prevalentes em pacientes imunocomprometidos, com 52% dos casos,
enquanto cepas do tipo | estavam presentes em 75% dos casos de infeccdo congénita.
Também utilizando somente o marcador SAG2, Gallego e colaboradores (2006)
realizaram a genotipagem de diferentes amostras bioldgicas, tanto amostras clinicas
humanas quanto em tecidos de animais. Com a complementacdo entre as técnicas de
bioensaio e genotipagem direta das amostras bioldgicas, foi possivel realizar a
genotipagem em 33 das 50 amostras analisadas, em que foi observada a predominancia

do tipo 1 (93%).

Fekkar e colaboradores (2011) realizaram o multiplex com cinco marcadores de
microssatélite e obtiveram os genotipos de 13 amostras de fluido ocular de pacientes

com toxoplasmose ocular na Franga, no qual foi observada a predominancia do genotipo

22



INTRODUCAO

tipo 11 (77%). Ja no Brasil, Okay e colaboradores (2011) realizaram a genotipagem do
parasito a partir de amostras de liquido amniotico de 75 gestantes do estado de Séo
Paulo. Utilizando os marcadores SAG2, SAG3 e GRAG, obtiveram a frequéncia dos
alelos 1, 11 e 111 por Mn-PCR-RFLP em 70 delas. O alelo | ocorreu em apenas 1 amostra
(1,3%) enquanto o alelo Il apareceu em 71,1% (54 amostras) e o Ill em 6,6% (5

amostras).

Utilizando onze marcadores genéticos por RFLP, Ferreira e colaboradores em 2011
realizaram a genotipagem de 20 amostras clinicas humanas, entre elas sangue, liquido
cérebro-espinhal e fluido amniotico. Foram encontrados trés genétipos novos, todos nao
pertencentes aos arquétipos clonais I, 1l ou I1l. Um destes gendtipos foi observado em

18 das 20 amostras.
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2. JUSTIFICATIVA

Através da genotipagem é possivel estabelecer uma relagdo entre o gendtipo de T.
gondii e as manifestacdes clinicas da toxoplasmose, além de possiveis associa¢cbes com
diversos potenciais biologicos da espécie, como a viruléncia, infectividade, crescimento,
diferenciacédo e susceptibilidade a drogas e vacinas. Para que estas associagdes possam
ser feitas, é necessario um nimero crescente de amostras caracterizadas molecularmente
através de técnicas aplicaveis as mais variadas amostras, tanto de hospedeiros infectados

naturalmente, quanto experimentalmente.

Em muitos casos, a quantidade de amostra disponivel é limitada, assim como a
quantidade de DNA do parasito nestas amostras. A técnica de Multiplex multilocus
nested PCR-RFLP possui maior sensibilidade em relacdo ao PCR-RFLP convencional
e, se aplicada diretamente nas amostras bioldgicas, pode fornecer resultados rapidos e
com menor custo, além de poder ser mais bem adaptada a um grande numero de

amostras.

A genotipagem a partir de amostras clinicas é um desafio pela natureza cronica da
infeccdo e auséncia de parasitos circulantes. No entanto, quando em fase aguda,
pequenas quantidades do parasito podem entrar na corrente sanguinea e,
consequentemente, serem detectadas. A identificacdo do gendtipo de T. gondii
diretamente de amostras clinicas, como sangue de recém-nascidos com toxoplasmose
congénita, pode ser uma excelente ferramenta para auxiliar o diagndstico da
toxoplasmose e, assim, fornecer marcadores que definam o seu progndstico, levando ao

tratamento apropriado de pacientes com infeccdo por T. gondii.

24



OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a genotipagem de Toxoplasma gondii a partir de diferentes amostras bioldgicas

utilizando a técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Validar a técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP para a
genotipagem de T. gondii a partir de pulmdo e cérebro de camundongos

experimentalmente infectados;

— Validar a técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP para a
genotipagem de T. gondii a partir de coracdo de galinhas caipiras naturalmente

infectadas;

— Validar a técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP para a
genotipagem de T. gondii a partir de sangue humano de recém-nascidos com

toxoplasmose congeénita;

— Comparar o perfil genotipico de T. gondii presente nas diferentes amostras

bioldgicas com genotipos ja identificados no Brasil e no mundo.
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4, MATERIAIS E METODOS

Para este trabalho foram utilizadas diferentes amostras bioldgicas, dentre elas pulmao e
cérebro de camundongos experimentalmente infectados, coracdo de galinhas caipiras
naturalmente infectadas, assim como amostras de sangue humano de recém-nascidos

com toxoplasmose congénita.

4.1. CAMUNDONGOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Para a realizacdo do in6culo experimental de T. gondii em camundongos, a fim de
realizar a genotipagem a partir de cérebro e pulmdo destes animais, foram utilizados
diferentes isolados de T. gondii oriundos de pacientes humanos com toxoplasmose

congénita (Carneiro et al. 2013).

Foram selecionados cinco isolados denominados TgCTBrl, TgCTBr3, TgCTBr7,
TgCTBr9 e TgCTBr23, mantidos criopreservados no Laboratorio de Toxoplasmose da
Universidade Federal de Minas Gerais. Destes, quatro sdo virulentos para camundongos

e um (TgCTBr7) possui viruléncia intermediaria (Tabelal).

Tabela 1: Classifica¢do da viruléncia dos isolados de T. gondii em camundongos
BALB/c (segundo Carneiro et al. 2013).

Isolados  10°taq. 10°tag. 10%taq. 10°taq. Classificacdo
RH 5%/5" 5/5 5/5 5/5 Virulento
ME49 0/4 0/5 0/5 0/5 Avirulento
TgCTBrl 5/5 5/5 4/4 3/3 Virulento
TgCTBr3 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento
TgCTBr7 5/5 4/4 5/5 4/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr9 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento
TgCTBr23 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento

#Numero de camundongos fémeas BALB/c que morreram.
® ntimero total de camundongos infectados para cada inéculo.
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4.1.1. ENSAIO EM CAMUNDONGOS

Para a obtencdo dos taquizoitos utilizados no indculo experimental, os isolados
criopreservados foram descongelados e inoculados em 2 a 3 camundongos Swiss pela
via intraperitoneal. Apds a morte natural destes animais, foi feita a lavagem do periténio
e/ou pesquisa de cistos cerebrais, com subsequente passagem do material infectante para
um novo animal, seguido de tratamento com sulfadiazina na agua de beber (500 mg/l,

segundo Dubey 2010) durante dez dias para cronificar a infeccao.

Cerca de 30 dias apds a passagem e confirmacdo sorolégica da infeccdo atraves de
ELISA, os animais foram sacrificados e os cistos teciduais obtidos do cérebro destes
animais foram inoculados em cinco a sete camundongos atraveés de indculo
intraperitoneal. Apds lavagem do peritbnio, o material obtido foi centrifugado e
ressuspendido em 2ml de solucgdo salina tamponada estéril (PBS; pH 7,2) e filtrado em
membrana de policarbonato. Os taquizoitos presentes no filtrado foram contados em
camara hematocitométrica e diluidos para a concentracio de 10* taquizoitos/200ul em

PBS pH 7,2.

Cada isolado foi inoculado em trés camundongos, em uma dosagem de 10* taquizoitos
por camundongo. Apds sete dias de infeccdo, os camundongos foram sacrificados,
pulmé&o e cérebro foram retirados e armazenados em tubos de microcentifuga de 1,5mL.
Este material foi estocado a -80°C até o momento da extracdo de DNA. Estes
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em experimentacdo Animal

(CETEA-UFMG), certificados pelo protocolo n°® 128/2010 (Anexo 1).
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41.2.  EXTRACAO DE DNA DE CEREBRO E PULMAO DE CAMUNDONGOS

EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Cérebro e pulméo estocados a -80°C foram submetidos a extracdo de DNA utilizando o
kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®), com modificagdes no protocolo do

produto.

Apo6s o descongelamento dos Orgdos em temperatura ambiente, foi retirado um
fragmento de regibes aleatdrias equivalentes a ¥ do 6rgdo (aproximadamente 150 mg
de cérebro e 70 mg de pulmdo). Cada fragmento foi colocado em um novo tubo de
1,5mL e macerado com o auxilio de um homogeinizador de tecidos para tubos de

microcentrifuga modelo Z359971-1EA (Sigma-Aldrich®).

Ao tecido macerado foram adicionados 500uL da solucdo de lise nucleica fornecida no
kit, 100uL EDTA e 20uL de proteinase K (20mg/mL). A suspensdo permaneceu em
banho Maria a 37°C overnight. Entdo, foram adicionados 3uL de solucdo de RNAse e
feita a homogeneizacdo por inversdo do tubo com incubacdo de 30 minutos a 37°C.
Apdbs manter as amostras a temperatura ambiente por cinco minutos, foram adicionados
200uL de solucdo de precipitacdo de proteinas, seguida de homogeneizacdo no vortex
por 20 segundos, resfriamento no gelo por 5 minutos e centrifugacdo a 16.000g por 5
minutos. Em um novo tubo de 1.5mL, foram adicionados 600uL de isopropanol e o
sobrenadante obtido pela centrifugacdo da etapa anterior. Ap6s homogeneizacdo por
inversdo do tubo e centrifugacdo por 1,5 minutos a 16.000g, o sobrenadante foi
descartado e o tubo contendo o DNA extraido foi lavado duas vezes com etanol 70%
(adicéo de 600pL de etanol e centrifugacdo por um minuto descartando o sobrenadante).

O tubo contendo o DNA extraido foi mantido a temperatura ambiente por 30 minutos e
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reidratado com agua ultrapura. Apos 36 horas, foi feita a dosagem em espectrofotdmetro

(Nanodrop®) e as amostras foram armazenadas a 4°C para posterior amplificagéo.

4.1.3. GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE TECIDOS DE

CAMUNDONGOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

A caracterizacdo genotipica dos isolados selecionados neste trabalho foi realizada por
Carneiro e colaboradores (2013). No entanto, este procedimento foi feito utilizando
taquizoitos purificados ap6s bioensaio em camundongos. Para o trabalho atual, foi feita
a genotipagem pela técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP (Mn-PCR-
RFLP), de acordo com Su e colaboradores (2010), diretamente dos tecidos de
camundongos apos sete dias de inoculo experimental. A técnica de Mn-PCR-RFLP esta

detalhadamente descrita no topico 4.4.

4.2. GALINHAS CAIPIRAS NATURALMENTE INFECTADAS

Para a caracterizacdo molecular de T. gondii presente em animais naturalmente
infectados, foram analisadas amostras de DNA total extraido de coracdo galinhas

caipiras naturalmente infectadas.

Brand&o e colaboradores (2006) realizaram coletas em diferentes localidades de Minas
Gerais em que foram analisadas, dentre outros animais, galinhas caipiras abatidas para
consumo humano. Em galinhas, foi feita a coleta de sangue para a realizagdo de
diagnostico sorologico e de coracao para diagnostico molecular por PCR. A extragéo de
DNA de coracdo de galinhas foi realizada, como descrito no topico 4.2.1, e o material
mantido desde entdo a -20°C no laboratorio de Toxoplasmose da Universidade Federal
de Minas Gerais.
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Para o presente trabalho, foram selecionadas 15 amostras de DNA extraido de coracao

de galinhas que possuiram PCR positiva para o Locus SAG2 (Tabela 2).

Tabela 2: Amostras de coracao de galinhas caipiras obtidas de diferentes regifes de
Minas Gerais (Segundo Brandao et al. 2006).

Galinha Localidade Sorologia (RIFI) PCR (SAG2)
Gl Mariana <1:16 Positivo
G2 Mariana 1:1024 Positivo
G3 Ponte Nova <1:16 Positivo
G4 Desterro de Entre Rios 1:64 Positivo
G5 Ponte Nova 1:256 Positivo
G6 Ponte Nova 1:64 Positivo
G7 Belo Horizonte <1:16 Positivo
G8 Belo Horizonte <1:16 Positivo
G9 Belo Horizonte <1:16 Positivo
G10 Belo Horizonte <1:16 Positivo
G11 Belo Horizonte 1:16 Positivo
G12 Pedro Leopoldo 1:1024 Positivo
G13 Pedro Leopoldo 1:256 Positivo
Gl4 Belo Horizonte 1:1024 Positivo
G15 Belo Horizonte 1:1024 Positivo

4.2.1. EXTRAGCAO DE DNA DE CORAGAO DE GALINHAS CAIPIRAS

A extracdo de DNA das amostras ocorreu de acordo com Aspinall et al (2002), com
modificagdes. Resumidamente, 1g de coracdo de galinha moido em triturator de tecidos
foi misturado ao tampdo estéril CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1,4 M NaCl, 20 mM
de EDTA, 2% (w / v) de brometo de hexadecil trimetil aménio) até um volume final de
20mL. A amostra foi entdo incubada a 70°C por 60 minutos, com agitacdo frequente por

inversdo. Um volume igual de cloroformio foi entéo adicionado a amostra, misturados
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por inversao e centrifugados a 4°C durante 10 minutos a 9300g. Ao sobrenadante foram
adicionados 0,6 volumes de isopropanol 100%. Apos inverter e incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos, a amostra foi novamente centrifugada e o sedimento
ressuspenso em 1mL de etanol 70%. A amostra foi entdo centrifugada a 20.000g por 10
minutos, o sobrenadante foi removido e o sedimento depois de seco foi incubado a 4°C
em 1mL de tampdo TE (ImM Tris-HCI, pH8,0, 0,1M de EDTA). Posteriormente, 0

DNA extraido foi congelado para estocagem a -20°C.

42.2.  GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE CORACAO DE GALINHAS

O DNA extraido de coracdo de galinhas e estocado -20°C foi submetido a técnica de

Mn-PCR-RFLP, descrita detalhadamente no tépico 4.4.

Ap0s descongelamento das amostras, foi realizada a amplificacdo por Mn PR e digestao
por enzimas de restricdo especificas. O resultado obtido apds a digestao foi visualizado
em gel de poliacrilamida a 5% e fotografado para posterior comparacdo com alelos de

cepas clonais e ndo usuais, para a determina¢édo do gendtipo.

4.3 SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA

Para realizar a caracterizacdo molecular de T. gondii a partir de amostras clinicas
humanas, foram selecionadas amostras de sangue de recém-nascidos com toxoplasmose
congénita do estado de Minas Gerais. Também foram preparadas amostras de sangue
humano contaminadas artificialmente com taquizoitos de T. gondii para a padronizacao

da técnica de Mn-PCR em sangue.
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43.1 PADRONIZAGAO DA TECNICA DE MULTIPLEX MULTILOCUS NESTED

PCR EM SANGUE HUMANO

A dificuldade na realizac&o de técnicas moleculares em amostras de sangue tendo como
alvo o T. gondii ja é conhecida e descrita na literatura. A técnica de Mn-PCR-RFLP em
sangue ndo possui sensibilidade bem estabelecida. Para a padronizacdo do Mn PCR-
RFLP em sangue, foram utilizadas amostras de DNA extraido de uma suspensdo de

taquizoitos em sangue de humano de um voluntario ndo infectado.

Taquizoitos da cepa RH (clonal do tipo 1) foram coletados do lavado peritoneal de
camundongos Swiss e em seguida contados em camara hemocitométrica. A
concentracéo foi ajustada para 10° taquizoitos/mL e realizadas diluicBes 1:10 sucessivas
em sangue de doador humano normal (negativo para toxoplasmose). Foram utilizadas as
diluicdes de 10* taquizoitos/mL, 10° taquizoitos/mL, 10% taquizoftos/mL, 10'
taquizoitos/mL e 10° taquizoftos/mL de sangue. Para a extracdo de DNA das amostras
foi utilizada a técnica de extracdo por fenol e cloroférmio, descrita no tépico 4.3.3. O

DNA extraido foi ressuspendido em agua ultra pura e mantido sob refrigeracdo a 4°C.

As diferentes diluicbes foram submetidas a amplificacdo por Multiplex multilocus
nested PCR, a fim de validar a técnica proposta por Su e colaboradores em 2010
(Tépico 4.4). Os diferentes marcadores foram comparados quanto a quantidade minima

de taquizoitos em que ocorreu amplificacao.
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432 OBTENCAO DE AMOSTRAS DE SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM

TOXOPLASMOSE CONGENITA

Durante o periodo de novembro de 2006 a maio de 2007 ocorreu no estado de Minas
Gerais 0 projeto multidisciplinar “TRIAGEM NEONATAL PARA TOXOPLASMOSE
CONGENITA NO ESTADO DE MINAS GERAIS” sob a coordenacdo da Dra. Glaucia Manzan
Queiroz de Andrade da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais. Neste trabalho, através do sangue seco coletado para o “teste do pezinho” foi
realizado um inquérito soroldgico baseado na deteccdo de IgM especifica para T. gondii
em sangue coletado em papel filtro. Esta triagem, realizada pelo Nucleo de Acles e
Pesquisa em Apoio Diagnostico (NUPAD/UFMG), abrangeu cerca de 95% dos

nascidos vivos no Estado neste periodo.

Das 146.307 criangas avaliadas, 235 apresentaram resultado positivo ou duvidoso na
pesquisa de IgM anti-T. gondii. Dentre as criangas com resultado positivo/duvidoso para
IgM e que realizaram consulta médica e exames soroldgicos confirmatérios, 190
tiveram o diagnostico de toxoplasmose congénita confirmado. Outras 45 criancas
tiveram o diagndstico de toxoplasmose congénita descartado por apresentarem IgG anti-

T. gondii negativa apds 12 meses de vida (Vasconcelos-Santos et al. 2009).

Amostras de sangue periférico das criancas diagnosticadas com toxoplasmose congénita
foram coletadas durante os testes confirmatdrios, em que as criangas estavam com uma
idade média de 55.8 + 15.8 dias de vida. Costa e colaboradores em 2013 realizaram a
quantificacdo do DNA de T. gondii nestas amostras atraves de gPCR, no qual foram
detectadas 72 amostras positivas. Foram selecionadas para o presente trabalho, dentre

estas 72 amostras, aquelas que apresentaram um ou mais taquizoitos por mL, o que
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representa 12 amostras (Tabela 3). Este estudo foi aprovado pelo Comité de ética em

pesquisa (COEP-UFMG), parecer n® 0298/06 (Anexo 2).

Tabela 3: Amostras de sangue de recem-nascidos com toxoplasmose congénita
quantificadas por gPCR (segundo Costa et al. 2013).

Amostra Parasitos/mL
*S1 20,53
S2 6,811
S3 6,14
S4 5,839
S5 4,605
S6 3,778
S7 3,557
S8 1,616
S9 1,353
S10 1,275
S11 1,115
S12 0,978

* S= sangue humano

4.3.3 EXTRAGCAO DE DNA DE SANGUE HUMANO

As amostras clinicas de sangue humano se encontravam armazenadas a -20°C no
laboratério de Toxoplasmose da UFMG. Apds descongelamento, estas foram
submetidas a extracdo de DNA pela técnica de fenol e cloroférmio utilizando técnica

adaptada de Gomes e colaboradores (1998).

Foram utilizados 200uL de sangue bruto ao qual foram adicionados 100uL de fenol,

homogeneizados por 2-3minutos e centrifugados a 3000g por 5 minutos. O

34



MATERIAIS E METODOS

sobrenadante foi coletado e adicionado o mesmo volume de cloroformio. Este material
foi homogeneizado e centrifugado novamente. Ao sobrenadante foram adicionados 2L
de glicogénio e acetato de sodio em volume correspondente a 10% do total. Foi entédo
adicionado etanol absoluto na proporcdo de 2:1. A mistura foi colocada no gelo por 15
minutos e centrifugada a 16000g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
DNA mantido a temperatura ambiente por 30 minutos. Apés este periodo, 0 DNA foi

reidratado com 20uL de H,O ultra pura, seguido do armazenamento a 4°C.

4.3.4 GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE SANGUE DE RECEM-

NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA

As 12 amostras de sangue utilizadas fazem parte de um grupo de amostras no qual foi
realizado o bioensaio em camundongos na tentativa de isolar o parasito e,
posteriormente, realizar a genotipagem utilizando taquizoitos purificados (Carneiro et
al. 2013). No entanto, ndo foi possivel realizar o isolamento em dez das doze amostras
selecionadas neste estudo. Sendo assim, apenas duas das 12 amostras possuem genoétipo
conhecido, mas obtido por bioensaio e ndo diretamente da amostra bioldgica. Neste
trabalho foi realizada a tentativa de genotipagem utilizando a técnica de Mn-PCR-

RFLP, detalhada a seguir.

4.4 MULTIPLEX MULTILOCUS NESTED PCR-RFLP

O DNA extraido das amostras bioldgicas utilizadas neste trabalho (tecidos de
camundongos, coracdo de galinhas e sangue humano) foi amplificado e digerido

segundo a técnica de Multiplex multilocus nested PCR-RFLP (Su et al. 2010). Para
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isso, foram realizadas varias etapas, a fim de aumentar o rendimento e a qualidade

das amostras de DNA.

441 MuLTIPLEX PCR

Para a reacdo inicial de multiplex PCR, todos os 11 iniciadores externos (Quadro 1)
foram misturados em uma Unica solucdo, originando dois mix de iniciadores externos
(forward e reverse). As reacGes de amplificacdo foram realizadas em um volume final
de 25uL, contendo 2,5uL de Tampéo 5X green (Promega), 25mM de MgCly, 2,5mM de
cada deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Invitrogen), 5u/uL de Tag DNA
polimerase (Promega), 25uM de cada iniciador externo (Invitrogen) e 1,5uL de DNA
extraido da amostra bioldgica. Para realizar a reagdo foi utilizado um termociclador
Eppendorf Mastercycler Nexus, com as seguintes etapas: desnaturacdo inicial a 95°C
por 4 minutos, seguida por 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos para a desnaturacao;

55°C por 1 minuto para o anelamento e 72°C por 2 minutos para a extensao.

442 NEesSTED PCR

Para a segunda reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores internos (Quadro 1)

separadamente , tendo como DNA molde o produto da primeira reacéo.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25uL contendo
2,5uL de Tampédo 5X green (Promega), 25mM de MgCl,;, 2,5mM de cada
deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/ACTP, Invitrogen), 5u/uL de Taq DNA
polimerase (Promega), 10uM iniciador interno forward, 10uM iniciador interno reverse
(Invitrogen) e 1,5uL do produto do Multiplex PCR. A reacdo foi feita em um

termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus, com as seguintes etapas: desnaturacdo
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inicial a 95°C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos para a
desnaturacdo; 60°C por 1 minuto para o anelamento e 72°C por 1,5 minutos para a

extensao.

Apdbs eletroforese, o produto desta segunda reacdo foi visualizado em gel de
poliacrilamida a 5%, juntamente com fragmentos mdltiplos de 100 pares de bases
(Promega) em cuba vertical com solugio de TBE (Tris base + Acido bérico + EDTA).
O gel foi fixado por 7 minutos em solucdo contendo 10% de etanol absoluto e 0,5% de
acido acético, a temperatura ambiente e corado pelo nitrato de prata por 7 minutos,
lavados em &gua destilada e adicionado em solucéo reveladora (NaOH + formaldeido).
A visualizacdo das bandas foi feita por transiluminacdo com luz branca. Os produtos
que apresentaram as bandas esperadas (Quadro 1) sofreram digestdo por enzimas de

restricdo, conforme descrito a seguir.

4.4.3 DIGESTAO POR ENZIMAS DE RESTRICAO

Os produtos amplificados foram digeridos utilizando as endonucleases de restrigéo
apropriadas (New England Biolabs®) (Quadro 1) segundo Su e colaboradores (2010). A
digestdo ocorreu em um volume final de 20uL, contendo 3uL do produto da Nested
PCR, 0,1uL de enzima e 1uL do tampdo correspondente, seguido de incubacdo de
acordo com as especificacfes do fabricante. Em seguida, as amostras foram purificadas
por extracdo com igual volume de fenol/cloroférmio e submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 5%. O gel foi corado pelo nitrato de prata como descrito
anteriormente. O tamanho dos fragmentos foi estimado por compara¢do com marcador

de peso molecular 100pb (Promega).
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Os geis foram fotografados com maquina fotografica digital sob luz branca. Como
referéncia, foram utilizadas as cepas clonais do tipo | (RH e GT1); tipo Il (ME49 e
PTG) e tipo Il (VEG e CTG), além das cepas atipicas portadoras de alelos ndo usuais

MAS, TgCgCal e TgCatBr5 (Su et al. 2006).

4.5 ANALISE DE DADOS

Os gendtipos obtidos a partir do corte com enzimas de restricdo foram identificados e

comparados com os existentes no banco de dados ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/).
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Quadro 1: Iniciadores e enzimas para a genotipagem por Multiplex multilocus nested PCR-RFLP (Mn-PCR-RFLP) (Su et al. 2010 adaptado).

Marcador Cromos- Iniciadores externos Iniciadores Internos Nested Enzimas de Referéncia
Somo (Multiplex PCR) (Nested PCR) PCR (pb) restrigéo

SAG 1 VIl F: GTTCTAACCACGCACCCTGAG F: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC 390 Sau96l+Haell (Grigg et al. 2001)
R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA R: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG (digestdo dupla)

5’-SAG2 VIII F: GAAATGTTTCAGGTTGCTGC 241 Mbol (Howe et al. 1997;

R: GCAAGAGCGAACTTGAACAC Su et al. 2006)

3’-SAG2 VIII F: TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC F: ATTCTCATGCCTCCGCTTC 221 Hhal (Howe et al. 1997)
R: TCAAAGCGTGCATTATCGC R: AACGTTTCACGAAGGCACAC

SAG2-alt  VIII F: GGAACGCGAACAATGAGTTT F: ACCCATCTGCGAAGAAAACG 640 Hinfl+Taqgl (Khan et al. 2005;
R: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT R: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC (digestdo dupla) Su et al. 2006)

SAG 3 Xl F: CAACTCTCACCATTCCACCC F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA 225 Nci | (Grigg et al. 2001)
R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA

BTUB IX F: TCCAAAATGAGAGAAATCGT F: GAGGTCATCTCGGACGAACA 411 BsiEl+Tagl (Khan et al. 2005;
R: AAATTGAAATGACGGAAGAA R: TTGTAGGAACACCCGGACGC (digestéo dupla) Su et al. 2006)

GRAG X F: ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT F: TTTCCGAGCAGGTGACCT 344 Msel, (Khan et al. 2005;
R: GCACCTTCGCTTGTGGTT R: TCGCCGAAGAGTTGACATAG Su et al. 2006)

C22-8 Ib F: TGATGCATCCATGCGTTTAT F: TCTCTCTACGTGGACGCC 521 BsmAl+Mboll (Khan et al. 2005;
R: CCTCCACTTCTTCGGTCTCA R: AGGTGCTTGGATATTCGC (digestéo dupla) Su et al. 2006)

C29-2 1l F: ACCCACTGAGCGAAAAGAAA F: AGTTCTGCAGAGTGTCGC 446 HpyCH4I1V+Rsal (Khan et al. 2005;
R: AGGGTCTCTTGCGCATACAT R: TGTCTAGGAAAGAGGCGC (digestéo dupla) Su et al. 2006)

L358 \Y/ F: TCTCTCGACTTCGCCTCTTC F: AGGAGGCGTAGCGCAAGT 418 Haelll+Nlalll (Khan et al. 2005;
R: GCAATTTCCTCGAAGACAGG R: CCCTCTGGCTGCAGTGCT (digestdo dupla) Su et al. 2006)

PK1 VI F: GAAAGCTGTCCACCCTGAAA F: CGCAAAGGGAGACAATCAGT 903 Aval+Rsal (Khan et al. 2005;
R: AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT R: TCATCGCTGAATCTCATTGC (digestdo dupla) Su et al. 2006)

Apico Plastidio F: TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG F-TGCAAATTCTTGAATTCTCAGTT 640 Afll1+Ddel (Su et al. 2006)

R:AAACGGAATTAATGAGATTTGAA

R: GGGATTCGAACCCTTGATA

(digestéo dupla)

MATERIAL E METODOS
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5. RESULTADOS
5.1 CAMUNDONGOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

511 ENSAIO EM CAMUNDONGOS

A infecgdo experimental de camundongos Swiss com isolados virulentos, utilizando um
indculo de 10* taquizoitos em um periodo de sete dias, foi capaz de estabelecer a
infeccdo e obter numero suficiente de parasitos para a realizacdo da genotipagem a

partir de tecidos. Nenhum dos animais foi a 6bito antes do periodo de sete dias.

51.2 AMPLIFICACAO POR MN-PCR

Dez dos 11 marcadores utilizados para a genotipagem de T. gondii foram amplificados
com sucesso a partir de DNA extraido de pulmdo de camundongos em todos 0s cinco
isolados (Quadro 2). A utilizacdo de 70mg de pulmé&o foi suficiente para uma extracao
eficiente, apresentando quantidade suficiente de DNA do parasito para a amplificagdo

por PCR.

Em contrapartida, para DNA extraido de cérebro, o nimero de marcadores em que
ocorreu amplificacdo variou de acordo com o isolado. Nos isolados TgCTBr7,
TgCTBr9, TgCTBr23 ndo ocorreu amplificacdo para nenhum dos marcadores. No
isolado TgCTBrl1 ocorreu amplificacdo em apenas quatro marcadores e no isolado

TgCTBr3 em nove (Quadro 2).

O marcador APICO né&o amplificou em nenhum tipo de tecido utilizado.
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5.1.3 CORTE COM ENZIMAS DE RESTRIGAO

Para o corte com enzimas de restricdo, foram selecionados os produtos de nested PCR
obtidos a partir de DNA extraido de pulméo de camundongos. O corte foi realizado de

forma satisfatdria para os dez marcadores em que ocorreu amplificacao.

O resultado da genotipagem realizada pode ser observado no quadro 3. Estes resultados
condizem com os encontrados por Carneiro e colaboradores (2013) que realizaram a
genotipagem destes isolados utilizando taquizoitos purificados do parasito obtidos ap6s
bioensaio. Os géis com os produtos do nested PCR digeridos com enzimas de restricdo

especificas estdo apresentados no anexo 3.
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Quadro 2: Amplificacdo de amostras de T. gondii a partir de tecidos de camundongos experimentalmente infectados.

RESULTADOS

Orgéo MARCADORES GENETICOS
Cepas SAGl 5’SAG2 3’SAG2 Sgﬁz' SAG3 BTUB GRAG6 C22-8 C29-2 L358 PK1 APICO
TgCTBrl ——* Amp** — Amp Amp Amp — _ _—
TgCTBr3 Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp — Amp Amp _— —
Cérebro  TgCTBr7 — _— —
TgCTBr9 — — —
TgCTBr23 — — —
TgCTBrl Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp A
TgCTBr3 Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp A
Pulmdo  TgCTBr7 Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp —
TgCTBr9 Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp
TgCTBr23  Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp —
* ndo houve amplificacdo para o marcador e tipo de tecido especificados.
**amplificacdo satisfatoria para 0 marcador e tecido especificados.
Quadro 3: Perfil genotipico das amostras de T. gondii a partir de tecidos de camundongos experimentalmente infectados
MARCADORES GENETICOS
5'-3’ SAG2- Genotipo
Cepas SAG1 SAG2 alt SAG3 BTUB GRAG6 c22-8 c29-2 L358 PK1 Apico (ToxoDB)**
RH/GT1 | | | | | | | | | | | #10
ME49/PTG Il oulll I I I 1 1 1 I I 1 I #1
VEG/CTG lloulll 1 i I i i 11| Il 11| 11| 1 #2
TgCTBr1 u-1 | | 1l 1l Il 1 1 | i na* #206
TgCTBr 3 u-1 I I I I i 1 Il | 11| na #206
TgCTBr7 | 1l Il 1l | Il | 1l I u-1 na #67
TgCTBr9 | | | 1l 1l Il | 1 | | na #11 (Brll)
TgCTBr 23 | I | I | 1 | | | | na #41

* ndo amplificado
** segundo http://toxodb.org/toxo/
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5.2 GALINHAS CAIPIRAS NATURALMENTE INFECTADAS

A partir de DNA extraido de coracdo de galinhas, foi possivel realizar a amplificacédo de
pelo menos dois marcadores em todas as amostras selecionadas (Quadro 4). Os
marcadores L358 e SAG1 obtiveram o maior numero de amostras amplificadas, nove

cada.

Foi possivel realizar a genotipagem completa de duas amostras, G5 e G12. Ap0s
comparagdo com gendtipos presentes no banco de dados ToxoDB (toxodb.org/toxo/),
foi verificado que ambos sdo Unicos, ou seja, foram identificados pela primeira vez

neste trabalho.

Néo foi possivel observar diversidade genética nas amostras G2, G4 e G6. Nas demais
amostras a diversidade pode ser observada, mesmo na amostra G7 em que houve

amplificacdo de apenas dois marcadores (Quadro 4).

Os géis com os produtos do nested PCR digeridos pelas enzimas de restri¢do especificas

estdo apresentados no anexo 4.
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Quadro 4: Perfil genotipico de amostras de T. gondii a partir de DNA extraido de tecidos de galinhas naturalmente infectadas.

MARCADORES GENETICOS

5°-3’ SAG2- Genotipo
Amostra SAG1 SAG?2 alt SAG3 BTUB GRAG c22-8 c29-2 L358 PK1 Apico (ToxoDB)
RH/GT1! | | | | | | | | | | | #10
ME49/PTGY Il ou llI 1 | 1 1 1 I I 1 1 I #1
VEG/CTG! Il ou lll i 1 1l 1l 1l i i i 1 i #2
TgCgCal2 | 1 | 1l 1 1 I u-1 | u-2 | #66
MAS? u-1 | | 1l 1l 1l u-1 | | 1 | #17
TgCatBrS2 | i i 1l 1l 1l | | | u-1 | #19
Gl na’ | na 1l na 1 na na na na na
G2 na | na na na na | na na na na
G3 | na na na 1l na na na na na |
G4 na na na 1 na 1 na na na na na
G5 | | 1 1l 1l 1l | | i 1 | Novo
G6 na na na na na na na na | | |
G7 na na na 1 na na na na | na na
G8 | na 1 na 1l na na na i na na
G9 | na 1 na 1l na na na i na na
G10 | na 1 na 1l na na na i na na
Gl1 na na na 1 na na na na na i na
G12 | | I 1l 1l 1l | i | na i Novo
G13 u-1 | I na 1l 1l I na | na na
Gl4 | | na na na na na i na na 1
G15 | | na 1l 1l 1l | na | na na

! genétipos clonais do tipo | (RH ou GT1), tipo Il (ME49 ou PTG) e tipo 11l (VEG ou CTG);

2 gendtipos atipicos portadores de alelos n&o usuais;
¥ hao amplificado
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53 SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA

5.3.1 PADRONIZAGAO DO MULTIPLEX MULTILOCUS NESTED PCR EM

SANGUE

Para a padronizacéo e verificagdo da sensibilidade da técnica em sangue, foram usadas

diluicbes conhecidas de taquizoitos em sangue humano ndo infectado.

Através da amplificacdo de DNA extraido destas amostras, foi feita a validacdo da
técnica posteriormente utilizada em sangue de recém-nascidos com toxoplasmose
congénita. Também foi verificado o valor minimo de taquizoitos necessarios para a

amplificacdo em cada marcador (Quadro 5).

A técnica de extracdo por fenol e cloroféormio se mostrou eficiente por resultar em
grande quantidade de DNA total e sem contaminantes, 0 que gerou géis de facil
visualizacdo e baixa presenca de bandas inespecificas geradas por impurezas nas

amostras.

Ocorreu amplificacdo em oito dos 11 marcadores testados em diferentes dilui¢es
(Quadro 5). SAG3 e L358 foram capazes de amplificar em amostras extraidas de uma
diluicao de apenas um taquizoito por mL de sangue. Para os marcadores 5’SAG2, C22-

8 e APICO nédo ocorreu amplificagdo em nenhuma diluicdo de taquizoitos.
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Quadro 5: Diluicdo minima de taquizoitos em que ocorreu amplificagcdo por Mn-PCR em
DNA extraido de sangue artificialmente contaminado com T. gondii (cepa RH).

Diluicdo minima para a
amplificacdo por Mn-PCR

Marcador (Taquizoitos/mL)
SAG 1 10*
5°-SAG2 —
3-SAG?2 10
SAG2-alt 10*
SAG 3 10°
BTUB 10°
GRAG 10
C22-8 —
C29-2 10°
1358 10°
PK1 10*
Apico —

*
n&o ocorreu amplificacdo em nenhuma das dilui¢des
testadas.

5.3.2 GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE SANGUE DE RECEM-

NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA

Ocorreu amplificacdo de DNA de T. gondii em oito das 12 amostras clinicas analisadas.
Entretanto, o numero de marcadores amplificados foi baixo, variando de um a cinco

marcadores (Tabela 4).

46



RESULTADOS

O corte com enzimas de restrigdo especificas ocorreu satisfatoriamente, embora tenham
sido observados casos em que a presenca de produtos polimorficos ndo permitiu a
classificacdo do alelo. N&o foi possivel realizar a genotipagem completa em nenhuma
das amostras de sangue coletado de recém-nascidos com toxoplasmose congénita. A
genotipagem parcial foi realizada em oito das 12 amostras utilizadas. Foi observada a
presenca do alelo do tipo 111 em todas as amostras, além da mistura de alelos dos tipos |1

e Il nas amostras S5 e S8.

A classificacdo genotipica das amostras clinicas ap6s o PCR-RFLP é apresentada na no
quadro 6. Os géis com os produtos do n-PCR digeridos pelas enzimas de restricdo

especificas podem ser vistos no anexo 4.

Tabela 4: Marcadores em que ocorreu amplificacdo por Mn-PCR para amostras de
sangue de recém-nascidos com toxoplasmose congénita quantificadas por gPCR.

Amostra Parasitos/mL* Marcador amplificado
S1 20,53 L358
S2 6,811 C22-8, C29-2, L358
S3 6,14
S4 5,839 3’SAG2, SAG3
S5 4,605 SAG1, SAG3, C22-8, C29-2, L358
S6 3,778
S7 3,557
S8 1,616 3’SAG2, SAG3, GRA6, L358
S9 1,353 3’SAG2, SAG3
S10 1,275 SAG1, SAG3
S11 1,115
S12 0,978 SAG1, SAG3, C29-2, L358

* Segundo Costa et al (2013)
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Quadro 6: Perfil genotipico de amostras de T. gondii a partir de sangue de recém-nascidos com toxoplasmose

congeénita.
MARCADORES GENETICOS
3 SAG2-
Amostra SAG1 SAG2 alt SAG3 BTUB GRAG6 c22-8 c29-2 L358 PK1 Apico
RH/GT1! | | | | | | | | | | |
ME49/PTG Iloulll 1 1 1 1 1 1 ] ] ] ]
VEG/CTG! Il oulll Il 1l Il Il 1l 1l 1l 1l 11 11
TgCgCal? | 1 1 Il 1 1 1 u-1 | u-2 |
MAS? u-1 | | Il Il 1l u-1 | | 11 |
TgCatBrS2 | Il 1l Il Il 1l | | | u-1 |
S1 na® na na na na na na na " na na
S2 na na na na na na i i inc* na na
S3 na na na na na na na na na na na
S4 na 1 ou lll na 1l na na na na na na na
S5 Il ou lll na na 1 na na i i 1 na na
S6 na na na na na na na na na na na
S7 na na na na na na na na na na na
S8 na 1 ou lll na 1 na 1 na na 1 na na
S9 na 1 ou lll na 1l na na na na na na na
S10 Il ou lll 1 ou lll na 1l na 1 na na na na na
S11 na na na na na na na na na na na
S12 I ou lll na na 1 na na na inc inc na na

1
2
3
4

gendatipos clonais do tipo | (RH ou GT1), tipo Il (ME49 ou PTG) e tipo 1l (VEG ou CTG);

genatipos atipicos portadores de alelos ndo usuais;
ndo amplificado.
corte inconclusivo.

Resultados
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6. DiscussAo

6.1 GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE CAMUNDONGOS

EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Por serem hospedeiros naturais de T. gondii, camundongos Mus musculus, em suas
diferentes linhagens, sdo comumente utilizados como modelo experimental de infeccéo,
tanto pela via oral por cistos teciduais quanto intraperitoneal por taquizoitos (Lambert e
Barragan 2010). Estes animais também tém sido utilizados no diagnéstico da
toxoplasmose, por inoculacdo intraperitoneal ou subcutdnea de amostras bioldgicas

suspeitas de estarem contaminadas com o parasito (Dubey 2010).

A infeccdo i.p. de camundongos pelo T. gondii pode resultar em uma intensa
multiplicacdo de taquizoitos no periténio, gerando um quadro de ascite entre sete e 14
dias apos o indculo (Dubey 2010). A partir do exsudato peritoneal, taquizoitos podem
ser purificados e utilizados na caracterizacdo molecular do parasito (Carneiro et al.
2013, Clementino Andrade et al. 2013). Em algumas cepas, a multiplicacdo é mais
lenta, 0 que torna mais dificil a obtencdo de taquizoitos livres (Dubey 2010) e, muitas
vezes, S40 necessarias varias passagens em camundongos a fim de obter ndmero
suficiente de parasitos. Sabe-se que passagens frequentes e sucessivas em camundongos
podem modificar caracteristicas biologicas das cepas, como alterar a viruléncia em

camundongos (Dubey 2010).

Sabe-se que pulmdo e cérebro sdo 6rgdos bastante afetados durante a infeccdo pelo T.
gondii. Em camundongos, a morte ocorre geralmente por pneumonia e encefalite de sete
a 14 dias ap6s o inoculo de cepas virulentas (Dubey 2010). A visualizacdo de

taquizoitos no pulméo ou de cistos teciduais no cérebro ¢ utilizada como critério de
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confirmacéo da infecgdo em camundongos (Dubey et al. 2002a, Dubey et al. 2004, Pena
et al. 2006, Fraz&o-Teixeira et al. 2011, Santos et al. 2011, Cabral et al. 2013, Carneiro
et al. 2013). Tendo em vista 0 grande nimero de parasitos que podem estar presentes
em cérebro e pulmao, estes se tornam uma alternativa para a obtencdo do DNA de T.
gondii, com vistas ao diagnostico molecular do parasito. Dubey e colaboradores (2002a)
extrairam DNA de pulméo de camundongos para fins de genotipagem de T. gondii nos
animais que morreram em até quatro semanas de infec¢do, assim como Pena e
colaboradores (2006), que também utilizaram DNA extraido do cérebro de animais que
morreram apds este periodo. Utilizando metodologia semelhante no presente trabalho, a
genotipagem completa foi obtida a partir de pulmao de camundongos com apenas sete

dias de infecgao.

Foi possivel realizar a genotipagem utilizando dez dos 11 marcadores descritos por Su e
colaboradores (2010). A partir de dez marcadores, € possivel realizar o depdsito dos
gendtipos obtidos no banco de dados de T. gondii, ToxoDB (www.toxodb.org/toxo/).
De acordo com Su e colaboradores (2006), a possibilidade de encontrar dois genotipos
diferentes que compartilham os mesmos alelos em nove loci pode ser inferior a 5x10™.

O marcador Apico ndao amplificou em nenhum dos isolados testados, provavelmente
devido ao grande nimero de timina e adenina na sequéncia de seu iniciador, o que pode
tornar o anelamento menos eficiente durante a PCR. Além disso, no caso do Multiplex
PCR, ocorrem varias reacfes de amplificacdo simultaneamente, ja que sdo utilizados 11
pares de iniciadores, aumentando a competi¢cdo entre eles (Su 2013, comunicac¢ao
pessoal). Para este marcador especificamente, a realizacdo da primeira etapa da
amplificagdo utilizando o iniciador externo separadamente em condigdes especificas,

poderia possibilitar uma amplificacdo eficiente. Sendo assim, provavelmente é possivel
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realizar a genotipagem para 0s 11 marcadores utilizando DNA extraido de pulméo apos

sete dias de infec¢ao.

Tendo em vista que as cepas brasileiras apresentam, em geral, viruléncia em
camundongos (Dubey et al. 2004, Brandao et al. 2006, Dubey et al. 2010, Carneiro et
al.2013), com sete dias de infeccdo provavelmente é possivel obter DNA de T. gondii a
partir de pulmdo de camundongos inoculados com amostras biologicas contendo o
parasito. A técnica de Mn-PCR aumenta as chances de sucesso na amplificacdo, mesmo
em casos de baixa carga parasitaria. Isto aumenta a possibilidade de determinacdo dos
gendtipos por uma metodologia mais rapida e de menor custo, aléem do que, muitas
vezes, 0s animais morrem antes da obtencao de taquizoitos suficientes no periténio ou

cistos no cérebro.

Enquanto em pulméo a amplificacdo por Mn-PCR foi satisfatéria em todos os isolados,
em cérebro alguns marcadores amplificaram apenas em dois isolados. A diferenca
observada entre as amplificacdes de genes de T. gondii nos dois 6rgdos em sete dias
pode refletir a cinética de dispersdo e multiplicacdo do parasito em camundongos. Wang
e colaboradores (2013), utilizando um isolado de genétipo comum na China,
observaram a presenca de DNA do parasito no sangue, figado e linfonodos ap6s 4 d.p.i.
No entanto, no cérebro, a detec¢do do DNA (em baixo nimero de copias) s6 ocorreu no
7° d.p.i, havendo um aumento significativo no 14° d.p.i. Estes autores ndo avaliaram o
parasitismo no pulmdo, mas os resultados do presente trabalho indicam intensa

multiplicacdo neste 6rgdo durante os primeiros sete dias de infec¢do experimental.

Em cérebro, houve amplificacdo nos isolados TgCTBrl e TgCTBr3, que possuem o
mesmo genotipo, identificado como #206 (Carneiro et. 2013). Pode-se dizer que

parasitos deste genotipo foram capazes de alcangar o cérebro e se multiplicar
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intensamente neste 6rgdo em um espaco de tempo menor (sete dias), quando comparado
aos demais genotipos. Durante a infeccdo aguda, taquizoitos percorrem o hospedeiro
por processos que envolvem intmeras interacdes celulares e moleculares fortemente
reguladas (Lambert e Barragan 2010). Analises in vitro sugerem que taquizoitos podem
subverter células hospedeiras para se dispersarem. Foi observado que certos mondcitos
parasitados podem promover a entrada de parasitos no cérebro, além de poderem
aumentar em até seis vezes a motilidade dos leucocitos parasitados (Tardieux e Menard
2008). Estas propriedades apoiam o conceito de que o transporte de taquizoitos em
leucdcitos migratorios contribui de forma significativa para a sua disseminacao in vivo,
em particular, para o cérebro. A eficiéncia deste transporte possivelmente varia de
acordo com a cepa, 0 que poderia explicar a rapida colonizacdo do cérebro pelos
isolados do genoOtipo #206, que alcancaram e se multiplicaram mais rapidamente no

cérebro em relacdo aos demais.

6.2 GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE GALINHAS NATURALMENTE

INFECTADAS

A infec¢do natural pelo T. gondii em animais, tanto silvestres quanto domésticos, ocorre
ao redor do mundo e resulta de um grande sucesso adaptativo deste protozoario. Para
tentar avaliar o nivel de contaminacdo ambiental que favorece a disseminacdo de T.
gondii, estudos envolvendo galinhas sdo frequentes, ja que os resultados obtidos podem
refletir os gendtipos circulantes em determinada regido (Dubey et al. 2003, Dubey et al.
2004, Dubey et al. 2010). Dentre os trabalhos de genotipagem ja realizados nestes
animais, grande parte utilizou bioensaio em camundongos e, em muitos deles, somente
um marcador genético (Dubey et al. 2002a, Brandao et al. 2006, Dubey et al 2008,

Dubey et al. 2010, Clementino Andrade et al. 2013). O tecido normalmente utilizado
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para bioensaio € o coragdo, tanto pela facilidade de obtencdo quanto pela frequente
presenca de cistos neste local (Dubey et al. 2004). No entanto, tanto a carga parasitaria
como a ndo regularidade na distribuicdo dos cistos podem comprometer a realizacdo da

genotipagem.

Neste trabalho foi realizada a genotipagem diretamente de DNA extraido de coracdo de
galinhas, utilizando 11 marcadores genéticos. Todas as amostras foram amplificadas
por, pelo menos, dois marcadores genéticos, 0 que representa a eficiéncia da técnica de
Mn-PCR. As duas amostras em que foi obtida a genotipagem completa eram de
galinhas que possuiam resultados positivos na sorologia em dilui¢bes bastante altas
(1:256 e 1:1024). No entanto, foi possivel obter a amplificacdo em alguns marcadores
mesmo em galinhas com sorologia menor que 1:16. Este resultado, aliado ao isolamento
de T. gondii a partir de animais soronegativos em outros trabalhos (Dubey et al. 2002b,
Branddo et al. 2006) indica possiveis problemas na detec¢do de anticorpos anti-T.
gondii em galinhas pelos testes mais comuns (Dubey e Beattie 1988). O teste soroldgico
utilizado nas galinhas selecionadas para o presente trabalho foi o RIFI, no entanto, a
técnica considerada mais eficiente em galinhas é a de aglutinacdo modificada (MAT),

descrita por Dubey e Desmonts em 1987.

Outros fatores também podem interferir no nimero de marcadores amplificados pela
Mn-PCR, dentre eles 0 método de extracdo realizado e o tipo e tempo de estocagem do
DNA, ja que podem prejudicar a qualidade da amostra. Podivinsky e colaboradores
(2009) realizaram um estudo comparativo para verificar os fatores de estocagem que
poderiam influenciar na estabilidade do DNA a ser utilizado em PCR. Os autores
observaram que o processo de congelamento resulta na perda aparente de parte do DNA

molde enquanto a estocagem a 4°C em fase aquosa promoveu maior estabilidade. A
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maior estabilidade foi obtida de amostras liofilizadas em comparacdo as agquosas
congeladas. O DNA extraido do coracdo de galinhas usadas no presente trabalho foi
mantido a -20°C durante sete anos, o que pode ter influenciado a qualidade do DNA e
interferido na amplificacdo por Mn-PCR. Apesar destas condicOes, os resultados
obtidos neste trabalho foram parcialmente satisfatorios. Foi possivel realizar a
genotipagem completa ou parcial de todas as 15 amostras de galinhas analisadas, sendo
completa em duas e parcial em 13 amostras. Poucos trabalhos de genotipagem por Mn-
PCR a partir de tecidos de animais naturalmente infectados sdo encontrados na
literatura. Recentemente, Cafidn-Franco e colaboradores (2013) analisaram varios
tecidos de 31 felideos silvestres do Rio Grande do Sul positivos por PCR e obtiveram o

gendtipo parcial de oito amostras e genotipagem total de trés amostras.

Ao analisar os resultados obtidos neste trabalho, foi observado que os dois genotipos
completos detectados em galinhas ainda ndo haviam sido descritos na literatura, ou seja,
possuem uma combinacdo Unica de alelos ndo identificada anteriormente. Estes
resultados confirmam a alta diversidade genética das cepas de T. gondii circulantes no
Brasil (Dubey et al. 2008, Ragozo et al. 2010, Frazdo-Teixeira et al. 2011, Clementino
et al. 2013). Nao foi possivel observar diversidade genética nas amostras G2, G4 e G6.
No entanto, estas ndo podem ser consideradas clonais, ja& que um pequeno nuamero de
marcadores foram amplificados. Apds o inicio da utilizacdo de varios marcadores
genéticos, poucos relatos de galinhas caipiras com genotipo clonal ocorreram no Brasil
(Dubey et al. 2010). Por isso, um numero minimo suficiente de marcadores

padronizados é necessario para identificar a diversidade genética.
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6.3 GENOTIPAGEM DE T. GONDII A PARTIR DE AMOSTRAS CLINICAS HUMANAS

Com relagdo as amostras clinicas humanas, alguns trabalhos de genotipagem ja foram
realizados utilizando liquido amnioético, sangue, lavado bronquioalveolar, medula 6ssea,
liquido cérebro-espinhal, entre outros (Howe et al. 1997; Ferreira et al. 2011; Okay et al.
2011). Dentre os diversos tipos de amostras, 0 sangue é o mais facilmente obtido, ja que
utiliza técnicas menos invasivas. No entanto, pelo fato de T. gondii ser um parasito
tecidual, a presenca do mesmo no sangue € pouco frequente. Para isso, seria necessario
que o paciente estivesse em fase aguda da infeccdo e com alta parasitemia. Neste
trabalho, a amostra clinica selecionada para a genotipagem foi o sangue de recém-

nascidos com toxoplasmose congénita.

Foi possivel realizar a genotipagem parcial de oito das 12 amostras que possuiam de um
a 20 parasitos por mL de sangue. Devido ao pequeno nimero de DNA do parasito
presente nas amostras de sangue analisadas neste trabalho, os resultados obtidos podem
ser considerados satisfatérios. Su e colaboradores (2010) consideram que é necessaria a
presenca de pelo menos dez equivalentes do genoma para a amplificagdo dos
marcadores padronizados para 0 Mn-PCR. E possivel observar que apenas na amostra
S1 havia carga parasitaria mais elevada, com cerca de 20 taquizoitos/mL. No entanto,
nesta mesma amostra ocorreu amplificacdo apenas do marcador L358. J& em outras
amostras, com carga parasitaria bem mais baixa, até cinco marcadores foram
amplificados, como a amostra S12, com apenas um taquizoito/mL, em que ocorreu
amplificagdo de quatro marcadores. Deve-se considerar, entdo, que a qualidade da

amostra também parece ser outro fator relevante.

Muitos sdo os fatores que podem influenciar na eficiéncia da amplificagdo alem da

simples presenca do parasito na amostra. De acordo com Castro et al (2001) a grande
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quantidade de células e de DNA humano poderiam interferir na eficiéncia do PCR. Os
mesmos autores chamam a atengdo para as porfirinas presentes em amostras que
contenham sangue, como fator inibitério da Taq polimerase. Segundo Montoya et al.
(2009), outra possivel explicacdo para o baixo nimero de amplificacdo por PCR seria 0
pequeno volume da amostra analisada. Neste trabalho foram utilizados apenas 200uL de
sangue para a extracdo, que pode ndo ter sido suficiente para conter a quantidade

minima de DNA alvo detectavel.

No presente estudo, a extracdo de DNA ocorreu em amostras de sangue preservadas por
congelamento desde sua coleta entre os anos de 2006 e 2007. Esta condic¢do pode ter
alterado a sensibilidade da técnica utilizada. Segundo Colombo e colaboradores (2005)
e Mesquita e colaboradores (2010), € recomendavel que as amostras sejam processadas
rapidamente com o objetivo de prevenir a inibicdo da Taq polimerase. Por outro lado, o
fato das amostras poderem ser armazenadas por longos periodos antes da realizacdo da
genotipagem é um fator favoravel, desde que seja feito o armazenamento adequado,

além da utilizacdo de um método de extracdo eficiente.

O método de extracdo do DNA também pode interferir na sensibilidade da reagdo
(Alfonso et al. 2009). No presente trabalho a extracdo foi realizada utilizando fenol e
cloroférmio. Esta técnica € considerada uma das mais eficientes, principalmente em
casos de baixa parasitemia (Gomes et al. 1998). Em um trabalho comparativo entre
diferentes métodos de extracdo aplicados a amostras estocadas a -20°C durante 20-30
anos, Di Pietro e colaboradores (2011) observaram que a técnica de extracdo que utiliza
fenol e cloroférmio € capaz de fornecer o DNA gendmico mais puro e recomendam sua
utilizacdo em ensaios clinicos no qual as amostras podem ficar estocadas por um longo

tempo até que possam ser feitas as analises.
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O ino6culo da amostra clinica em camundongos para a realizacdo de isolamento por
bioensaio também é utilizado para a genotipagem. Neste caso, dependendo do tamanho
da amostragem, sdo necessarios muitos animais para os bioensaios, além da necessidade
de taquizoitos viaveis, capazes de infectar o animal. Ja a genotipagem diretamente das
amostras ndo necessita de parasitos vivos, ja que somente fragmentos de DNA séo
suficientes para a amplificacdo por PCR. Isto permite também o armazenamento da
amostra por longos periodos, ja que nem sempre é possivel utilizar as amostras
imediatamente apos a coleta, como € o ideal para o bioensaio em camundongos. Por
outro lado, caso seja infectado, o camundongo pode fornecer grande ndmero de
taquizoitos que podem ser purificados, aumentando as chances de uma genotipagem
completa com todos os marcadores necessarios. Isto mostra que a genotipagem
realizada diretamente de amostras clinicas pode atuar como complementacdo ao

bioensaio ou substituicdo do mesmo, dependendo das condic¢des disponiveis.

Durante a padronizacdo da técnica de Mn-PCR utilizando sangue contaminado
artificialmente com taquizoitos da cepa RH, foi possivel observar uma variacdo na
sensibilidade entre os diferentes marcadores. SAG3 e L358 obtiveram os melhores
resultados, amplificando amostras com apenas um taquizoito/mL. Esta eficiéncia foi
observada também nas amostras clinicas, ja que estes marcadores foram amplificados
em um grande nimero de amostras, dentre elas a amostra S12, que possuia apenas 0,978
parasito/mL. J& os marcadores 5’SAG2 e Apico ndo amplificaram, tanto na
padronizacdo quanto nas amostras clinicas. O marcador SAG2 é considerado sensivel
também para amostras clinicas, sendo capaz de detectar menos de cinco parasitos em
amostras que contém também DNA do hospedeiro (Howe et al. 1997). No entanto, a
distingdo completa dos trés alelos é feita em duas etapas com a comparagdo de

resultados das extremidades 5° ¢ 3’ (Howe et al. 1997, Su et al. 2010). Nas amostras de
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sangue aqui analisadas, somente a sequéncia referente & extremidade 3’ foi amplificada
em algumas amostras. Desta maneira € possivel distinguir o alelo do tipo Il dos alelos |
ou Ill. Fuentes e colaboradores (2001) realizaram a genotipagem de T. gondii utilizando
este marcador em diferentes amostras biologicas de pacientes com Toxoplasmose e em
18% das amostras s6 foi possivel amplificar a extremidade 3°. Ja Lindstrom e
colaboradores (2006) realizaram procedimento semelhante em sangue de pacientes com
AIDS, em que trés das 30 amostras amplificaram apenas a sequéncia referente a
extremidade 5°. Estes resultados indicam que a necessidade de duas amplificacdes para
a comparacdo de resultados de um Unico marcador podem comprometer a distingédo
completa entre os trés alelos. Como alternativa, foi desenvolvido o marcador SAG2-alt,
que realiza em apenas uma etapa a distincdo completa entre os trés alelos (Su et al.
2006). No entanto, no caso de cepas brasileiras, SAG2 e SAG2-alt muitas vezes ndo
apresentam o0 mesmo alelo em um mesmo isolado, 0 que indica a necessidade do uso de
ambos para a completa determinacdo do genotipo. JA o marcador Apico, discutido
anteriormente, merece atencdo especial durante a Mn-PCR, uma vez que apresentou

problemas de amplificagdo em outras amostras aqui analisadas.

Neste trabalho, o alelo do tipo Il foi observado em todas as amostras cuja genotipagem
foi bem sucedida. A alta frequéncia deste alelo em muitos dos marcadores em amostras
oriundas de pacientes humanos foi observada na literatura (Carneiro et al. 2013, Ferreira
et al. 2011). Também foi possivel observar nas amostras S5 e S8 a presenca do alelo do
tipo Il. A utilizacdo do PCR-RFLP multilocus foi capaz de revelar a diversidade
genética do parasito em populagdes humanas do estado de Minas Gerais, assim como ja
foi observado em outros hospedeiros (Clementino Andrade et al. 2013, Pena et al. 2008,
Dubey et al. 2008). No entanto, é necessario um numero maior de marcadores

amplificados e digeridos para que este tipo de analise possa ser feita com maior critério.
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Para que a genotipagem de T. gondii seja considerada completa sdo necessarios de 10 a
11 marcadores. Para obter este resultado, provavelmente seria necessaria uma alta
parasitemia, que sO é possivel em um paciente em fase aguda ou reagudizacdo da
infeccdo. Visto que T. gondii é um parasito tecidual, a obtencdo do gendtipo parcial na
maioria das amostras mostra que a técnica do Mn PCR-RFLP, aliada a extracdo pela
técnica de fenol e cloroférmio é eficiente e pode ser utilizada como ferramenta auxiliar

ao biensaio em camundongos na genotipagem do parasito.
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7. CONCLUSOES

A partir da realizacdo da genotipagem a partir de diferentes amostras bioldgicas de

hospedeiros infectados pelo T. gondii, foi possivel concluir que:

A técnica de Mn PCR-RFLP é eficaz para a genotipagem de T. gondii a partir de

tecidos de camundongos; coracao de galinhas e sangue humano;

— A genotipagem completa de T. gondii pode ser realizada a partir de DNA

extraido de pulmé&o de camundongos com sete dias de infecgdo experimental;

— A genotipagem completa de T. gondii pode ser realizada a partir de DNA

extraido de coracdo de galinhas naturalmente infectadas;

— Foi realizada a genotipagem parcial de T. gondii a partir de sangue humano em

amostras de pacientes com no minimo um taquizoito por mL de sangue;

— Ha grande diversidade genética em amostras de T. gondii oriundas de galinhas

naturalmente infectadas do estado de Minas Gerais.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Certificado do Protocolo n® 128/2010 do Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA-UFMG).

P UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
e COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
S -CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 128/2010, relativo ao projeto intitulado
"Qbtencdo e caracterizacio de novos isolados de toxoplasma gondIl', que
tem como responsavel(is) Ricardo Wagner de Almeida Vitor , esta(do) de acordo
com os Principios Eticos da Experimentacio Animal, adotados pelo Comité de Etica
em Experimenta¢do Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
25/ 08/2010.

Este certificado expira-se em 25/ 08/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n? 128/2010, related to the project entitled
" Characterization of new strains of toxeplasma gondii”, under the supervisiors
of Ricardo Wagner de Almeida Vitor, is in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA fUFMG), and was approved in August 25, 2010.

This certificate expires in August 25,| Iﬂi.‘l.S.
|
|
|I I

1 |
Belo Hurizcnte,lliz?,d-e Agosto de 2010,
% &

Prof?. Jacqueline Isaura Alvarez-Leite
Coordenadora do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 8817 = Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il = 2* Andar, Sala 2005
3270801 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) I499-4516
wwew. ufimg bribioatica/cetea - coteaf@prpg uimyg.br

Mod Cer. vi D)
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Anexo 2: parecer n° 0298/06 do Comité de ética em pesquisa (COEP-UFMG).

gl ervildade Fakieal dc Mias Gersie
il il Frrs se Maagea e do [N - O

Parecer n®, ETIC 0228N&

interessada; Profa, Glaucia Manzan Quabroz de Andrada
Depariaments de Pediatria
Faculdade de Medicina-LIFMG

DECISAD

O Comie de Efica em Pesquisa da UFMG - COEP, apfovou fd
dia 27 de setembro de 2006, o projeto de pesquisa infilulada
“Triagem neonatal para loxoplasmose congénita no Estado de
Minas Gerais” bem coms o Termo de Consentmento Livie &
Esclarecidn do refendo prajeba.

O relabdric fnal ou parcial deverd sef encaminhado ac COEP
un ana apds ¢ inicia do projeto.

Frofa. I:Irl na Lim: Peraz Garcia
idente do COEPUFMG

A7, Prosiirmsy nidines Cais, 5617, Cnidndy Submimipiosive 2 - 7 dider rowr S00Y - 370 ey BT, G
(R0 MR < FAT (1 HE-E0T - prriiorpg gl
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Anexo 3: PCR-RFPL a partir de DNA extraido de pulmdo de camundongos
experimentalmente infectados.
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Figura 1. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de pulméao de camundongos. M=
marcador de peso molecular (Promega, 100pb); 1= controle positivo clonal do tipo |
(RH ou GT1); 2= controle positivo clonal do tipo Il (ME49 ou PTG); 3= controle
positivo clonal do tipo 11l (VEG ou CTG); 4= TgCTBrl; 5= TgCTBr9; 6= TgCTBr3;
7= TgCTBr7; 8= TgCTBr23. A: Locus SAGL, endonucleases de restricdo Sau96l e
Haell. B: Locus 5’SAG2, endonuclease de restrigdio Mbol. C: Locus 3’SAG2,
endonuclease de restricdo Hhal. D: Locus SAG2-alt, endonucleases de restri¢do Hinfl e
Taql. E: Locus SAG3, endonuclease de restricdo Ncil; F: Locus BTUB, endonucleases
de restricdo BsiEl e Taql.
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Figura 2. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de pulmao de camundongos. M=
marcador de peso molecular (Promega, 100pb); 1= controle positivo clonal do tipo |
(RH ou GT1); 2= controle positivo clonal do tipo Il (ME49 ou PTG); 3= controle
positivo clonal do tipo Il (VEG ou CTG); 4= TgCTBrl; 5= TgCTBr9; 6= TgCTBr3;
7= TgCTBr7; 8= TgCTBr23. G: Locus GRAG, endonuclease de restricdo Msel. H:
Locus C22-8, endonucleases de restricido BsmAl e Mboll. I: Locus C29-2,
endonucleases de restricdo HpyCH4IV e Rsal. J: Locus L358, endonucleases de
restricdo Haelll e Nlalll. K: Locus PK1, endonuclease de restricdo Aval e Rsal.
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Anexo 4: PCR-RFPL a partir de DNA extraido de coracdo de galinhas caipiras
naturalmente infectadas.

A

M 1 2 3 4 5 6 G3 G5G8 GY GI10 G12 G13 G4 GIS M
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100

M 1 2 3 4 5 6 GI G2 G5 GI12GI13 G14 GI5S M
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300

200

100

M 1 2 3 4 5 6 GI G2 G5 GI2GI13 G4 GIS M
400
300

200

100

Figura 1. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de coracdo de galinhas caipiras (G1
a G15). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb); 1 - 6= controles positivos
de gendtipos clonais e atipicos portadores de alelos ndo usuais: 1= tipo | (RH ou GT1),
2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3= tipo Il (VEG ou CTG); 4= MAS; 5= TgCgCal; 6=
TgCatBr5. A: Locus SAG1, endonucleases de restricdo Sau961 e Haell. B: Locus

5’SAG?2, endonuclease de restricdo Mbol. C: Locus 3°’SAG2, endonuclease de restrigao
Hhal.
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Figura 2. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de coracdo de galinhas caipiras (G1
a G15). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb); 1 - 6= controles positivos
de gendtipos clonais e atipicos portadores de alelos ndo usuais: 1= tipo | (RH ou GT1),
2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3= tipo Il (VEG ou CTG); 4= MAS; 5= TgCgCal; 6=
TgCatBr5. D: Locus SAG2-alt, endonucleases de restricdo Hinfl e Taqgl. E: Locus
SAG3, endonuclease de restricdo Ncil; F: Locus BTUB, endonucleases de restricdo
BsiEl e Taql.
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Figura 3. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de coracdo de galinhas caipiras (G1
a G15). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb); 1 - 6= controles positivos
de gendtipos clonais e atipicos portadores de alelos ndo usuais: 1= tipo | (RH ou GT1),
2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3= tipo Il (VEG ou CTG); 4= MAS; 5= TgCgCal; 6=
TgCatBr5. G: Locus GRAG6, endonuclease de restricdo Msel. H: Locus C22-8,
endonucleases de restrigdo BsmAl e Mboll. I: Locus C29-2, endonucleases de restrigdo
HpyCH41V e Rsal.
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Figura 4. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de coracdo de galinhas caipiras (G1
a G15). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb); 1 - 6= controles positivos
de gendtipos clonais e atipicos portadores de alelos ndo usuais: 1= tipo | (RH ou GT1),
2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3= tipo Il (VEG ou CTG); 4= MAS; 5= TgCgCal; 6=
TgCatBr5. J: Locus L358, endonucleases de restricdo Haelll e Nlalll. K: Locus PK1,
endonuclease de restricdo Aval e Rsal. L: Locus APICO, endonucleases de restrigdo
Aflll e Ddel.
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Anexo 5: PCR-RFPL a partir de DNA extraido de sangue de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita.

A

M 1 2 3 4 5 6 S5 S10 S12 M
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M 1 2 3 4 S 6 S10 S8 S4 S9 M
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Figura 1. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de sangue de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita (S1 a S12). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb);
1 - 6= controles positivos de gendtipos clonais e atipicos portadores de alelos nao
usuais: 1=tipo I (RH ou GT1), 2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3= tipo Ill (VEG ou CTG);
4= MAS; 5= TgCgCal; 6= TgCatBr5. A: Locus SAG1, endonucleases de restricdo
Sau96l1 e Haell. B: Locus 3’SAG2, endonuclease de restrigdo Hhal. C: Locus SAG3,
endonuclease de restrigdo Ncil;
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Figura 2. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de sangue de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita (S1 a S12). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb);
1 - 6= controles positivos de gendtipos clonais e atipicos portadores de alelos ndo
usuais: 1= tipo I (RH ou GT1), 2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3=tipo lll (VEG ou CTG);
4= MAS; 5= TgCgCal; 6= TgCatBr5. D: Locus GRAG, endonuclease de restricdo Msel.
E: Locus C22-8, endonucleases de restricio BsmAl e Mboll. F. Locus C29-2,
endonucleases de restricdo HpyCH41V e Rsal.
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Figura 3. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para a
genotipagem de T. gondii a partir de DNA extraido de sangue de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita (S1 a S12). M= marcador de peso molecular (Promega, 100pb);
1 - 6= controles positivos de genotipos clonais e atipicos portadores de alelos ndo
usuais: 1= tipo I (RH ou GT1), 2= tipo Il (ME49 ou PTG); 3= tipo lll (VEG ou CTG);
4= MAS; 5= TgCgCal; 6= TgCatBr5. G: Locus L358, endonucleases de restricdo

Haelll e Nlalll.
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