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RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasito apicomplexo amplamente distribuido de
grande importancia médica. Em humanos, a transmissdo congénita tem sido
responsabilizada pela ocorréncia de abortos, natimortos, debilidade e
mortalidade neonatal. A infecgdo por T. gondii pode ser diagnosticada
indiretamente, através de métodos soroldgicos, e diretamente por isolamento
do parasito em camundongos (bioensaio) e pela Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Através do Programa Estadual de Triagem Neonatal em
Minas Gerais, 146.307 criangas foram submetidas a pesquisa de anticorpos
IgM anti-T. gondii, em amostras de sangue seco em papel filtro. Dessas, 220
que apresentaram resultado positivo/duvidoso foram selecionadas para este
estudo. Foram coletadas amostras de sangue periférico desses recém
nascidos para PCR e bioensaio. A toxoplasmose foi confirmada em 178
criangas que apresentaram anticorpos IgG persistentes até o 12° més de vida.
A amplificacdo do gene B1 por nested PCR foi realizada em todas as amostras
de sangue verificando 64/220 (29,1%) criangas positivas por PCR (31,46% de
sensibilidade e 80,95% de especificidade). A nested PCR do gene B1 néo se
mostrou suficientemente sensivel e especifica para ser uma ferramenta util
para o diagnéstico da toxoplasmose congénita em amostras de sangue
periférico de recém-nascidos. Através do bioensaio foram obtidos 27 isolados
de T. gondii. A presenca do T. gondii foi evidenciada no sangue em 15,2%
(27/178) dos recém-nascidos com toxoplasmose congénita. Os isolados foram
divididos em trés grupos de acordo com o fendtipo de viruléncia para
camundongos. Quatorze isolados (54%) foram caracterizados como de
viruléncia intermediaria, dez (38%) como virulentos e apenas dois (8%) foram
identificados como avirulentos. A variabilidade genética dos isolados foi
analisada por Tamanho de Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP) em 11 loci
(SAGL1, 5'3'SAG2, SAG2 alt, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1,
Apico). As cepas RH (Tipo 1), ME49 (Tipo Il) e VEG (Tipo Ill) foram utilizadas
como cepas de referéncia. O genoétipo completo foi obtido em 25/27 (92,6%)
dos isolados. Quatorze gendtipos diferentes foram identificados, sendo doze
novos genotipos, e um isolado com infecg@o mista. Dois gendtipos encontrados
sdo comuns no Brasil (Brll e Brlll). N&o foi identificado nenhum gendtipo
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arquétipo tipo I, Il ou lll nos isolados estudados. N&o foi observada associagédo
entre os sinais clinicos da toxoplasmose congénita e os resultados obtidos pelo
diagndstico molecular, bioensaio, viruléncia e genotipagem dos isolados. Este
estudo confirma a variabilidade genotipica do parasito no Brasil além de ser o
primeiro registro de genotipagem de isolados de sangue de recém nascidos em

Nosso pais.

Palavras Chave: Toxoplasmose congénita, Toxoplasma gondii, diagndstico

molecular, gene B1, sangue periférico, isolamento, genotipagem, PCR-RFLP
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a widely distributed Apicomplexa parasite with great
medical importance. Congenital toxoplasmosis has been associated with
abortion and stillborn, debility and neonatal mortality. Toxoplasmosis can be
diagnosed through serologic methods or by directed methods: parasite isolation
in mice (bioassay) or Polimerase Chain Reaction assay (PCR). The Programa
Estadual de Triagem Neonatal (Neonatal Screening State Program) in Minas
Gerais state, evaluated 146.307 children by anti-T. gondii IgM antibodies
search, using blood samples dried in filter paper. Out of those, 220 newborns
presented positive/doubtful results and were selected for this study. New blood
samples were collected from newborns for PCR and bioassay. Toxoplasmosis
was confirmed in 178 children who had specific IgG antibodies after 12 months.
The B1 gene amplification by nested PCR was performed on all 220 blood
samples. Sixty-four (29,1%) children presented positive results by PCR (31,46%
sensibility and 80,95% specificity). This PCR in peripheral blood was not
sufficiently sensitive or specific to be considered as an useful tool for the
diagnosis of congenital toxoplasmosis in newborns. Using bioassay in mice, 27
T. gondii isolates were obtained. Parasitemia was detected in 15,2% (27/178) of
newborns with congenital toxoplasmosis. T. gondii isolates were divided into
three different groups according to the virulence in mice: Fourteen isolates
(54%) were characterized as intermediate virulence, ten (38%) as virulent and
only two (8%) as avirulent isolates. The genetic variability was assessed by
Restricted Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) in 11 loci (SAGL1,
5'+3'SAG2, SAG2 alt, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico).
The strains RH (Type ), ME49 (Type II) and VEG (Type Ill) were used as
references strains. The complete genotyping was achieved in 25/27 isolates
(92,6%). Fourteen different genotypes were identified: two previously described
genotypes, common in Brazil (Brll and Brlll) and twelve new genotypes. One
isolate presented mixed infection. No archetypal I, 1l or 11l genotype were found
in the isolates studied. It was not observed association between clinical signs of
congenital toxoplasmosis and the results obtained by molecular diagnosis,

bioassay, virulence or genotyping of the isolates. This is the first report of
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isolation and genotyping of T. gondii from newborns blood in Brazil and

confirms the genotypic variability of the parasites in our country.

Keywords: Congenital Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, molecular

diagnostic, peripheral blood, isolation, PCR-RFLP genotyping
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1. INTRODUCAO

1.1. BIOLOGIA E TRANSMISSAO DO TOXOPLASMA GONDII

O Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério, de distribuicdo
mundial, podendo ser encontrado parasitando uma grande variedade de
hospedeiros vertebrados (Dubey & Beattie 1988; Carruthers 2002). Este
protozodrio foi descrito simultaneamente no Brasil por SPLENDORE, em
coelho (Oryctolagus cuniculus) e por NICOLLE & MANCEAUX no Norte da
Africa em um roedor (Ctenodactylus gundi), ambos em 1908. O T. gondii
pertence ao Filo Apicomplexa, a Classe Conoidasida, & Sub-classe Coccidia, a
Ordem Eucoccidiida, a Familia Sarcocystidae e a Sub-familia Toxoplasmatinae

(Levine et al. 1980; Levine 1988).

O ciclo do T. gondii é heteroxeno facultativo, sendo os hospedeiros definitivos
membros da Familia Felidae e os hospedeiros intermediarios provavelmente
todos os animais homeotérmicos (mamiferos e aves) inclusive seres humanos
(Tenter et al. 2000). As duas principais formas envolvidas na transmissao do
parasito sdo o cisto tecidual (contendo bradizoitos) e o oocisto (contendo

€sporozoitos).

No epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos o parasito inicia uma fase
assexuada de proliferacdo através de uma seérie de esquizogonias nos
enterdcitos. Apos essa fase proliferativa acontece a diferenciacdo de gametas,
fecundagcéo e formacdo de oocisto. Os hospedeiros definitivos eliminam em
suas fezes oocistos imaturos, ndo esporulados, que em condigdes ambientais

1
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propicias como temperatura, umidade e oxigenacado ideais, esporulam e se
tornam infectantes. Apds a esporogonia, cada oocisto esporulado de T. gondii
possui em seu interior dois esporocistos, cada um contendo quatro células
hapléides denominadas esporozoitos (Tenter et al. 2000; Montoya & Liesenfeld
2004). A ingestdo do oocisto pode ocorrer através de Agua e alimentos
contaminados (Hill et al. 2005). Entre os trés estégios infecciosos do T. gondii,
0 oocisto € 0 mais virulento, quando comparado com taquizoitos ou bradizoitos

para hospedeiros néo felinos (Dubey & Beattie 1988).

Associacdo entre surtos de toxoplasmose e a contaminacgdo de fontes de agua
por oocistos classificou o T. gondii como agente de prioridade categoria B pelo
National Institute of Allergy and Infeccious Desease (NIAID) (Kim & Weiss

2008).

Além da ingestdo de oocistos, a transmisséo oral ocorre também pela ingestéao
de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais que sdo formas de
resisténcia do parasito formadas nos tecidos de mamiferos ou aves. Apos a
ingestdo, ocorre o rompimento da parede externa dos o0ocistos ou cistos
teciduais por degradacdo enzimética e as formas infectantes (esporozoitos ou
bradizoitos) invadem o epitélio intestinal dos hospedeiros intermediarios onde
rapidamente se diferenciam em taquizoitos (formas de multiplicacédo rapida), e
sofrem intensa multiplicagéo por divisdo assexuada (Dubey 1988; Gross et al.
2004). Os taquizoitos penetram em qualquer célula nucleada e a propagacéo
do T. gondii no hospedeiro ocorre pelo rompimento de células infectadas,

através de taquizoitos livres no sangue circulante ou na linfa. A infecgdo é
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sistémica pode provocar um quadro polissintomatico, cuja gravidade dependera
da quantidade de formas infectantes adquiridas, da susceptibilidade do

hospedeiro e da cepa do parasito (Tenter et al. 2000).

Os taquizoitos ndo possuem grande importancia na transmissdo do T. gondii
(infecgBes adquiridas pds natais em individuos imunocompetentes), uma vez
gue a parasitemia geralmente ocorre por um curto periodo de tempo apés a

infeccao priméria (Tenter et al. 2000).

Embora o parasito seja intracelular, alguns estudos relatam a presenca e a
viabilidade de alguns poucos taquizoitos por breves periodos em meio
extracelular (liquidos intersticiais e exsudatos) (Chiari & Neves 1984; Vitor et al.
1991). Porém acredita-se que esses taquizoitos possuem pouca relevancia na

disseminacéo da doenga (Unno et al. 2008).

O periodo inicial da infeccdo caracteriza a fase aguda da toxoplasmose onde
os taquizoitos se multiplicam rapidamente por repetidas endodiogenias em
diferentes tipos de células. Durante essa fase proliferativa, a toxoplasmose
pode causar a morte do hospedeiro (principalmente em fetos ou individuos
imunossuprimidos). Porém, em casos de individuos imunocompetentes, com o
desenvolvimento da resposta imune, a multiplicacdo dos taquizoitos €
interrompida e ocorre a formagédo de cistos teciduais contendo bradizoitos,
formas de multiplicag&o lenta, o que caracteriza a fase cronica da infecgdo sem
sintomatologia significante no hospedeiro (Filisetti & Candolfi 2004; Gross et al.

2004; Hill et al. 2005).
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Estes cistos teciduais se localizam predominantemente no sistema nervoso
central, retina e na musculatura esquelética e cardiaca e quando intactos ndo
causam nenhum dano podendo persistir por toda a vida do hospedeiro (Hill et
al. 2005). O mecanismo dessa permanéncia indefinida dos cistos nos tecidos
dos hospedeiros ndo € muito bem compreendido, entretanto, alguns
pesquisadores acreditam que periodicamente alguns cistos se rompem,
liberando os bradizoitos que se transformam em taquizoitos, invadindo novas
células formando assim novos cistos (Tenter et al. 2000). Além disso, hoje ja
sdo conhecidos alguns mecanismos anti-apoptéticos mediados pelo parasito na
célula infectada (Laliberte & Carruthers 2008). Em casos de supressdo do
sistema imune do hospedeiro, 0s cistos se tornam reservatorios para a
reativacdo da toxoplasmose e o desenvolvimento de infecgbes locais e até

mesmo infecgdes disseminadas (Montoya & Liesenfeld 2004).

O ciclo do T. gondii pode ser mantido apenas nos hospedeiros intermediarios
através de expansfes clonais do parasito proveniente da ingestdo de cistos

teciduais de outro hospedeiro intermediario infectado (Tenter et al. 2000).

Outra importante forma de infeccdo por T. gondii ocorre pela via
transplacentaria onde os taquizoitos s@o capazes de atravessar a placenta
estando assim envolvidos na transmissdo vertical da toxoplasmose. A
transmissdo transplacentaria tem sido responsabilizada pela ocorréncia de
abortamentos, natimortos, debilidade e mortalidade neonatal, tanto no homem

como em outros animais (Tenter et al. 2000).
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As fontes de infeccdo variam em diferentes populagdes com diferentes culturas
e habitos alimentares (Dubey 1996; Tenter et al. 2000; Jones et al. 2003). A
infeccdo pode ocorrer ainda por outros mecanismos de transmissao como
transplantes de 6rgaos, acidentes laboratoriais e ingestdo de leite cru (Hill &

Dubey 2002).

A prevaléncia da infeccdo por T. gondii em humanos é alta, com estimativas de
infeccdo crénica em individuos adultos variando de 15% a 85%, dependendo
da regido geografica (Dubey & Beattie 1988). No Brasil a prevaléncia varia de
54% na Regido Centro-Oeste a 75% na Regido Norte do pais (Galisteu et al.

2007).

A infecc¢@o por T. gondii € geralmente assintomatica, entretanto a toxoplasmose
€ mais grave nos casos de transmissdo congénita e em individuos
imunodeficientes. E mesmo entre esses individuos mais susceptiveis, existe

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

Atualmente esta parasitose tem sido relatada como séria infecg@o oportunista,
associada a AIDS, sendo que 25% dos individuos que apresentam co-infecgdo
desenvolvem toxoplasmose encefélica (Tenter et al. 2000; Bhopale 2003;

Sukthana 2006).
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1.2. TOXOPLASMOSE CONGENITA

A transmissao congénita pode ocorrer durante a primoinfecgdo de fémeas, no
periodo de gestacéo, quando taquizoitos do T. gondii podem ser transmitidos
ao feto pela via transplacentéria (Tenter et al. 2000; Jones et al. 2003; Kravetz

et al. 2005).

De acordo com Dunn et al. (1999), cerca de 20 a 30% dos fetos podem ser
infectados se a primoinfecgdo ocorrer durante a gravidez. Portanto nem todas
as infec¢des pelo T. gondii, durante a gestagdo, sdo transmitidas ao feto. Na
auséncia de tratamento, a incidéncia de infec¢éo fetal € de aproximadamente
10% a 15% durante o primeiro trimestre da gestacédo, de 30% no segundo

trimestre e de 60% no terceiro trimestre (Wong & Remington 1994).

A relacdo entre idade gestacional, taxa de transmissdo e gravidade da
toxoplasmose congénita € conhecida. Casos mais graves ocorrem guando
gestantes se infectam em idades gestacionais prematuras e transmitem o
parasito para o feto. Nestes casos o risco de transmissdo é baixo. Risco de
transmissdo mais elevado ocorre quando a soroconversdo materna acontece
entre 24 e 30 semanas de gestacdo. Durante este periodo, o risco de
nascimento de crianga com sintomas clinicos detectéaveis é de 10% (Pinardi et

al. 2003).

De acordo com Desmonts (1985) aproximadamente 5% das mulheres que
soropositivaram até 12 semanas de gestacdo e 80% daquelas que tiveram a
soroconversdo pouco antes do parto, transmitem a infecgdo para o feto. Ao
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contrario, o risco de sinais clinicos em recém nascidos infectados diminui de
60% para fetos de mulheres que tiveram a soroconversao até a 122 semana de
gestacdo, para aproximadamente 5% para aquelas que tiveram a

soroconversao proximo do parto.

InfecgBes anteriores a gestagédo oferecem um risco muito pequeno para o feto,
caso ocorram no minimo trés meses antes da concep¢cdo (Montoya &
Liesenfeld 2004). Uma gestante imunocompetente e com infecgéo cronica néo
apresenta risco significativo de transmitir a infeccdo para o feto (Sensini 2006)
mas em raros casos, pode ocorrer em consequéncia a reativagdo da infecgédo
(Rorman et al. 2006) ou reinfecgdo por cepas de diferentes genoétipos (Gavinet
et al. 1997; Elbez-Rubinstein et al. 2009). Embora existam poucos registros na
literatura, é prudente que a gestante soropositiva para toxoplasmose também
seja orientada a respeito das medidas profilaticas que devem ser adotadas

(Brandao et al. 2009; Elbenz-Rubinstein et al. 2009).

1.2.1. DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE CONGENITA
O diagnostico clinico da toxoplasmose congénita é na maioria das vezes

impreciso, pois quando sintomética, as manifestagdes clinicas podem ser
facilmente confundidas com outras patologias (Tenter et al. 2000). Além disso,
a infec¢@o congénita pode permanecer latente por um longo periodo podendo,
ser reativada durante a puberdade, pela influéncia hormonal, ou mesmo na

vida adulta (Amato & Marchi 2002).
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A presenca do T. gondii pode ser diagnosticada indiretamente por métodos
sorolégicos ou diretamente através de bioensaio, cultura celular,
imunohistoquimica ou pelo diagndstico molecular através da PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) em sangue, liquido amnidtico ou placenta (Montoya &

Liesenfeld 2004; Rorman et al. 2006).

A identificacdo direta do parasito por cultura celular ou isolamento através do
bioensaio é considerada padrdo ouro para a definicdo da infec¢do, mas séo
métodos demorados, laboriosos, de custo elevado além de serem poucos
sensiveis (Castro et al. 2001; Kompalic-Cristo et al. 2007; Abdul-Ghani 2011).
Sabe-se que parasitemia é detectavel de forma intermitente em alguns

pacientes (Hitt & Filice 1992).

A sorologia € um dos principais métodos utilizados para estabelecer o
diagnostico da toxoplasmose. Baseia-se na pesquisa de anticorpos de
diferentes classes de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA, e, mais raramente, IgE)
anti-T. gondii e de acordo com o perfil sorolégico apresentado pelo individuo
pode-se determinar a fase da infeccdo (aguda ou crbnica). Os testes
sorologicos mais comumente utilizados séo a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), o Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT), o Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) convencional, de captura (IgM ou IgA) ou de
avidez para IgG, o Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA) e

Imunoblotting (IB) (Remington et al. 2005; Rorman et al. 2006).
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Técnicas moleculares, além da sorologia, também tém sido utilizadas para a
realizacdo do diagnostico de toxoplasmose congénita. A amplificagdo de
segmentos especificos pela PCR permite a identificacdo do T. gondii em
amostras clinicas quando o parasito estd presente em pequeno numero ou
mesmo em fragmentos (Kompalic-Cristo et al. 2005). O diagndstico molecular é
mais comumente realizado em liquido amniético, sangue de corddo umbilical
do feto, em liquido cefalorraquidiano, material de bidpsia cerebral e lavagem
bronco-alveolar e em alguns casos sangue periférico de recém nascidos

(Montoya & Liesenfeld 2004; Remington et al. 2004; Abdul-Ghani 2011).

A realizagdo da PCR como diagndstico para a toxoplasmose se torna uma boa
opcdo por ser uma técnica ndo invasiva dependendo do tipo de amostra,
rapida, apresentado altas especificidade e sensibilidade, especialmente quando
se utiliza a nested PCR (Burg et al. 1989; Ho-Yen et al. 1992). Guy & Joynson
(1995) demonstraram a importancia do diagndstico molecular complementando
e reafirmando os resultados sorolégicos principalmente em casos de infecgédo

aguda.

Diferentes iniciadores tém sidos utilizados para a realizacdo do diagndstico
molecular (Jones et al. 2000). Inicialmente, o alvo comumente utilizado era o
gene P30 de copia Unica e que codifica o principal antigeno de superficie do T.
gondii (SAG1) (Burg et al. 1988; Abdul-Ghani 2011). Em busca de uma melhor
sensibilidade outras sequéncias-alvo foram utilizadas. De acordo com a
literatura, um dos genes mais utilizados é o Bl (2,2Kb) que se encontra

repetido em 35 coépias no genoma do T. gondii. Esse gene B1 foi descrito por
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Boothroyd et al. em 1987 e demonstrou alta sensibilidade sendo capaz de
detectar até 1 parasito em cerca de 100 mil células hospedeiras (Burg et al.
1989). Além disso, o B1, por ser uma regido conservada do genoma do T.

gondii, € altamente especifico (Kompalic-Cristo et al. 2005, Abdul-Ghani 2011).

Segundo Montoya & Liesenfeld (2004), a realizagédo da PCR para detecgéao do
gene B1 de T. gondii no sangue periférico, liquor e urina deve ser considerada
em todo neonato com suspeita de toxoplasmose. Fuentes et al. (1996)
amplificaram o gene Bl nessas diferentes amostras de neonatos sendo
confirmada a infecgdo congénita e o inicio de tratamento especifico. Os autores
sugerem que o uso da nested PCR como diagndstico da toxoplasmose em

criangas infectadas congenitamente.

A deteccédo de T. gondii em sangue venoso e placenta de gestante foi avaliada
por Spalding et al. (2002). Os autores efetuaram as amplificagbes com
iniciadores para o gene B1 e para o gene TGR sendo que as reagdes se
mostraram sensiveis e especificas evidenciando a presenca de um a dez
taquizoitos nas amostras analisadas. Guy & Johnson (1995) também
realizaram o diagndstico molecular utilizando o sangue periférico. Foram
obtidos resultados positivos em pacientes na fase aguda da infeccéo,
entretanto os autores ressaltam que a PCR negativa ndo exclui a infeccéo

recente.

Apesar de o sangue ser uma amostra conveniente e promissora para O

diagnéstico da infecgdo humana, os procedimentos para utilizacdo da PCR
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neste tipo de amostra ndo estdo totalmente estabelecidos. (Ho-Yen et al.

1992).

O liquido amnidtico normalmente é a amostra biologica mais utilizada para a
realizac@o do diagnoéstico da toxoplasmose congénita por ser de facil obtencéo,
segura e pode ser utilizada mais precocemente quando comparado com 0
sangue periférico do recém nascido (Abdul-Ghani 2011). Segundo Antsaklis et
al. (2002) a PCR em liguido amniético para amplificagdo do DNA do T. gondii é

a melhor ferramenta para diagnosticar a transmisséo vertical da toxoplasmose.

Foulon et al. (1999) encontraram altas taxas de sensibilidade (81,0%) e
especificidade (96,0%) para a PCR realizada em liquido amnidtico,
demonstrando que esta técnica € a mais indicada para a realizacdo do
diagnédstico pré-natal quando comparada com o bioensaio e cultura celular.
Corroborando esses resultados, Bessieres et al. 2009, demonstram que a
sensibilidade e especificidade da PCR em fluidos amnitticos séo de 91% e
99%, respectivamente, comparados com 71% e 100% para o isolamento em
camundongos. Apesar de Jenum et al. (1998) encontrarem a mesma
sensibilidade para essas duas técnicas, os autores discutem que a PCR é a
melhor escolha principalmente em casos de tratamentos com anti-parasitarios
anteriores a amniocentese pela capacidade da técnica em detecar parasitos

nao viaveis.

Castro et al. (2001) avaliaram a eficacia da PCR em liquido amnidtico para

diagnéstico fetal da toxoplasmose congénita em gestantes em fase aguda da
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infeccdo. De modo contrario aos outros estudos, 0s autores encontraram taxas
moderadas de sensibilidade (66,7%) e especificidade (87,1%) concluindo que a
PCR néo deve ser utilizada isoladamente para o diagnostico da toxoplasmose
congénita. Esses dados corroboram com Romand et al. (2001) que avaliaram o
uso da PCR em liquido amniético como diagnéstico pré-natal para a
toxoplasmose em 270 mulheres que adquiriram a infecg@o primaria durante a
gravidez. Dos 75 casos de infec¢cédo congénita, apenas 48 foram positivos pelo

diagnéstico molecular demonstrando uma baixa sensibilidade (64%) da técnica.

Diversos trabalhos indicam alta sensibilidade e especificidade para marcadores
que amplificam diferentes regibes do gene B1 em outros tipos de amostras
clinicas (Colombo et al. 2005; Jones et al. 2000; Chabbert et al. 2004). A PCR
tem se mostrado como uma boa ferramenta para o diagndstico da
toxoplasmose cerebral (Colombo et al. 2005; Mesquita et al. 2010),

extracerebral e pulmonar (Khalifa et al. 1994).

Colombo et al (2005) utilizando a PCR do gene B1 como diagndéstico para
toxoplasmose cerebral em amostras de sangue periférico de pacientes com
AIDS encontraram 80% e 98% de sensibilidade e especificdade
respectivamente. Um estudo realizado em Cuba utilizou a nested PCR do gene
B1 com objetivo de diagnosticar o T. gondii em fluido cefalorraquidiano de
pacientes com AIDS. Os resultados demonstraram uma sensibilidade
moderada de 75% e alta especificidade (Alfonso et al. 2009). Esses autores

concluem que a nested PCR do gene Bl é suficientemente sensivel e
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especifica para ser utilizada como uma importante ferramenta no diagnostico

da toxoplasmose cerebral em individuos com AIDS.

Mesquita et al. (2010) avaliaram a PCR utilizando o alvo B1 em sangue
periférico no diagnostico de toxoplasmose cerebral em pacientes brasileiros.
Foi demonstrada alta sensibilidade e especificidade em amostras de liquido

cefalorraquidiano de pacientes com AIDS.

Kompalic-Cristo et al. (2004) através da amplificacbes do gene Bl em 42
pacientes do Rio de Janeiro encontraram falha na especificidade da técnica
molecular. Os autores sugerem que os iniciadores utilizados podem co-
amplificar sequéncias humanas. O mesmo grupo em 2007 (Kompalic-Cristo et
al.) avaliou diferentes iniciadores ainda para o gene Bl através da Real Time
PCR com objetivo de detectar e quantificar o T. gondii presente em amostras
de sangue periférico de pacientes nas fases aguda ou crdnica da infeccéo.
Neste trabalho, os autores encontraram uma boa especificidade (95,3%),

porém uma baixa sensibilidade (48,6%).

Outros iniciadores tém sido utilizados para o diagnéstico molecular. O 18S
rDNA é considerado um bom alvo por ter centenas de repeticbes no genoma
do parasito tornando a PCR mais sensivel em amostras de fluidos biologicos
(Cazenave et al. 1992). Os alvos P30, 18s rDNA e B1 foram utiizados para
amplificagcdo de DNA em amostras de fluidos oculares. Os trés demonstram a
mesma sensibilidade, porém o B1 foi considerado o alvo mais especifico e

sensivel que os alvos P30 e SAG1 (Jones et al. 2000).
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Em 2000, Homan et al. identificaram no genoma do T. gondii um sitio-alvo de
200-300 repeticoes de 529 pb classificado como AF146527. Wahab et al.
(2010) compararam os alvos AF146527 e B1 para a detec¢do do T. gondii em
amostras de sangue de pacientes HIV positivos do leste da Africa. Em algumas
cepas ha dele¢des ou mutagbes em parte ou mesmo em todo fragmento de
AF146527. Homan et al. (2000) sugerem que proporcdes relativas de
repeticoes dos alvos AF146527 e B1 diferem entre os isolados além de concluir
gue os segmentos AF146527 ndo estdo presentes em todos os isolados
estudados. Estudos recentes (Abdul-Ghani 2011) corroboram com esses

resultados demonstrando que esse iniciador ndo é tao especifico quanto o B1.

Em estudo realizado em S&o Paulo foram avaliados diferentes métodos
moleculares (PCR para os alvos rDNA, AF146527 e gene B1l) para o
diagndstico da toxoplasmose congénita no liquido amniético. Segundo esses
autores o diagnostico da toxoplasmose fetal no Brasil deve utilizar como alvo o

gene B1 e realizar o método de nested-PCR (Okay et al. 2009).

Apesar das vantagens apresentadas como diagnéstico da toxoplasmose
congénita, o uso da PCR ainda é de alto custo e exige controles rigorosos para
evitar contaminacdes e resultados falsos. Além disso, a técnica ndo esta
completamente padronizada, sendo comum a observacdo de resultados
divergentes entre os diversos laboratérios (Kompalic-Cristo et al. 2005; Sensini
2006). A PCR como ferramenta de diagnostico para a toxoplasmose precisa
ser melhor estudada para se conseguir resultados mais confiaveis. Atualmente,

PCR possui um importante papel apenas para a complementagao da sorologia
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no diagnostico da toxoplasmose aguda, sendo que o diagnostico molecular ndo
substitui os métodos soroldgicos tradicionais para diagnosticar a toxoplasmose

(Kompalic-Cristo et al. 2004).

1.2.2. PREVENCAO DA TOXOPLASMOSE CONGENITA
A prevengdo da toxoplasmose congénita se divide em trés categorias:

prevencdo priméaria, secundéria e terciaria (Elsheika 2008). A prevencdo
priméria se baseia em programas de educacdo em saude publica onde a
gestante é orientada a tomar medidas preventivas identificando quais sdo os
fatores de risco para a toxoplasmose durante a gestacdo. Foulon (1992)
demonstra que essas orientagfes, quando realizadas durante o pré-natal,

reduzem em cerca de 63% a primoinfec¢ao na gravidez.

A prevencdo secundaria consiste na tentativa de evitar a transmissao
transplacentaria do T. gondii . Para isso realiza-se a triagem pré-natal que se
baseia no diagndstico da toxoplasmose aguda em gestantes seguida de
tratamento especifico das mesmas. Normalmente este diagnostico € realizado
através da deteccdo de anticorpos especificos anti — T. gondii em amostras
sanguineas das maes: IgM, soroconversdo de IgG e avidez de IgG. Esta
estratégia se justifica pela possibilidade de tratamento precoce para tentar
prevenir a transmissdo do parasito para o feto (Remington et al. 2005; Sensini
2006; Bessieres 2009). O tratamento da mae/feto durante a gestacdo €
controverso, pois sabe-se que, além dos efeitos adversos do tratamento,
somente 0s taquizoitos sdo sensiveis aos medicamentos e que a parasitemia

materna tem curta duragéo, cessando com o0 surgimento da resposta imune
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especifica (Kravetz et al. 2005). Sendo assim, para um tratamento eficaz, & de
suma importancia mensurar a soroconversdo da gestante que é uma dificil

tarefa mesmo quando séo realizados exames mensais (Gilbert 2009).

Por fim, a prevencdo tercidria tem como objetivo a realizacdo de um
diagndstico precoce no recém nascido na tentativa de prevenir ou minimizar
sequelas futuras. Com esse intuito € realizada a triagem neonatal que se
baseia na deteccdo de IgM e/ou IgA especifica para T. gondii em amostras de
sangue em papel filtro que rotineiramente sdo colhidas para triagem de

doencas metabdlicas e genéticas em recém nascidos.

Os recém-nascidos infectados pelo T. gondii e diagnosticados pela triagem
neonatal sé&o rotineiramente tratados por 3 meses a 1 ano dependendo do
centro médico onde estd sendo realizado o tratamento. A terapéutica,
geralmente constituida de sulfonamidas+pirimetamina+acido folinico, tem por
objetivo reduzir o risco de aparecimento de novas lesfes inflamatérias no
cérebro e no olho com conseqiiente déficit neuroldgico e visual (Guerina et al.

1994; Lebech et al. 1999).

H& evidéncias que o tratamento pods-natal ndo seria tdo efetivo na Europa e
EUA. Por isto, a triagem poés-natal seguida de tratamento estd sendo
guestionada nestes locais tanto na América do Norte como na Europa, onde
predominam as cepas de T. gondii do tipo Il que causam quadro clinico menos
grave (Gilbert et al. 2008). Segundo estes autores, na América do Sul, onde

predominam cepas mais virulentas (recombinantes I-lll) e onde os casos de
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toxoplasmose congénita sdo mais graves, deve-se continuar a fazer a triagem

e tratar os recém nascidos.

As estratégias de prevencédo a toxoplasmose congénita adotadas pelo sistema
publico de salde ndo sao uniformes. Observam-se variacdes entre os paises e
dentro de um mesmo pais (Carellos 2008). Em todo o mundo, portanto, existe
uma incerteza em relagdo ao melhor programa profilatico a ser instituido para

diminuir as sequelas oculares e neuroldgicas nas criancas infectadas.

A maioria dos autores concorda com a necessidade de realizagdo de uma
triagem, visto que o diagndstico clinico tanto da mae quanto do bebé é muito
dificil de ser realizado e a prevaléncia e morbidade da doenga s&o elevadas.
Entretanto a opg&o por uma estratégia de triagem pré-natal ou neonatal ainda é
controversa (Lebech et al. 1999; McLeod et al. 2009) assim como a eficacia do

tratamento da méae/feto durante a gestagao.

Alguns trabalhos ainda questionam o real valor da introdugdo da triagem
sistematica, principalmente devido a essas incertezas em relacdo ao

tratamento durante a gestagéo (Gilbert & Peckham 2002; Carellos et al. 2008).

As estratégias de prevencgéo variam de acordo com a realidade local sendo que
normalmente paises com alta prevaléncia da toxoplasmose tem implementado
a triagem pré-natal, enquanto paises com baixa prevaléncia adotam triagem

neonatal além das préaticas educativas (Carellos et al. 2008). O potencial
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beneficio da triagem neonatal, portanto estd relacionado & prevaléncia da

toxoplasmose congénita.

A triagem pré-natal é feita em paises como Austria, Franca e Eslovénia, e em
algumas regides da Italia e da Espanha (Bénard et al. 2008). A Franca, pais
que tem uma alta prevaléncia da parasitose, realiza a triagem pré-natal mensal
desde 1978, mas ndo existem normas definidas para tratamento da gestante
que apresenta soroconversdo, ocorrendo variagcdes em relacdo a indicagdo de
aborto terapéutico, protocolos de confirmagdo (amniocentese-PCR, ultra-som)

e protocolos de tratamento (Petersen 2007).

Na Austria a triagem pré-natal é trimestral. Se a infecc&o primaria é detectada
antes da 15% semana, a gestante é tratada com espiramicina. Se o diagnostico
ocorre ap6s a 16% semana, o tratamento € feito com sulfadiazina +
pirimetamina (Petersen 2007). Pelos potenciais efeitos adversos, como inibigcao
da sintese de é&cido félico e efeito teratogénico, ndo é recomendado o uso da
pirimetamina no primeiro trimestre da gestagdo. Caso haja confirmagédo da
infeccéo fetal, recomenda-se a partir do segundo trimestre de gestagdo seu uso
associado a sulfadiazina (Gilbert & Peckham 2002; Jones et al. 2003;

Remington et al. 2004).

Na Eslovénia, as gestantes soronegativas sdo submetidas a exames trimestrais
(Petersen 2007). A partir de 1998 na Italia, a triagem tornou-se mensal, porém
ainda néo foi estabelecido um protocolo terapéutico padronizado (Stagni et al.

2009).
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Paises com baixa prevaléncia da toxoplasmose normalmente adotam préaticas
educativas ou ainda a triagem neonatal. Nos EUA, somente em Massachusetts
e em New Hampshire sdo oferecidos programas de triagem neonatal para
toxoplasmose (Jones et al. 2003). Na Europa, a Suécia, a Polbénia e a
Dinamarca também oferecem triagem neonatal, enquanto o Reino Unido e a
Holanda realizam apenas a prevencao priméaria (Bénard et al. 2008; Carellos et
al. 2008). Mais recentemente o México e a Indonésia, estdo avaliando a

possibilidade de triagem neonatal (Queiroz et al. 2006; Bénard et al. 2008).

No Brasil a triagem pré-natal é sugerida como politica publica ndo obrigatoria.
Em algumas regides do pais essa triagem soroldgica € oferecida sem custo

como em Campinas e no Mato Grosso do Sul (Carellos et al. 2008).

Em Belo Horizonte existe um programa de assisténcia pré-natal para a
investigacdo sistematica da ocorréncia de toxoplasmose aguda durante a
gestacdo. As gestantes séo triadas pela presenca de IgM e IgG anti-T. gondii
na primeira consulta do pré-natal e em torno da 242 a 282 semana de gestacéo.
S&do apontadas falhas na prevencdo da toxoplasmose congénita devido as
dificuldades para agendamento de consultas e dos exames complementares
necessarios, e na realizagdo dos testes sorolégicos em laboratorios diferentes,
fazendo com que o diagnostico na gestante seja tardio, muito distante da
provavel infeccdo materna, e dificultando o uso adequado do tratamento pelas

gestantes (Carellos 2006; Andrade et al. 2008).
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1.2.3. PREVALENCIA DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

A prevaléncia da toxoplasmose congénita em neonatos varia bastante de
acordo com as técnicas de diagndstico utilizadas, local do estudo, tipo de
amostra e principalmente pelo tipo de triagem realizada na populagéo (Stagni

et al. 2009).

Em Campania, Itélia, através de triagem pré-natal, foi encontrada uma taxa de
infecgdo por T. gondii de 0,14/1000 neonatos nascidos vivos (Stagni et al.
2009), prevaléncia baixa quando comparada com 1,9 — 3,2/1000 encontrada na

Franga por Remington et al. (2005).

Através da triagem neonatal, a prevaléncia da toxoplasmose congénita pode
variar de 1/10000 neonatos nascidos vivos em Massachusetts (Guerina et al.

1994) a 4,7/10000 nascidos vivos na Poldnia (Paul et al. 2001).

No Brasil estima-se que a infeccdo seja elevada. A prevaléncia da
toxoplasmose congénita varia entre 0,3/1000 neonatos em Ribeirdo Preto, SP
(Carvalheiro et al. 2005), 0,9/1000 em Porto Alegre (Varella et al. 2009) e
5,0/1000 em Uberlandia - MG (Segundo et al. 2004), sendo que essa grande
diferenca pode ser explicada por caracteristicas regionais, amostras clinicas e

testes diagnosticos utilizados.

No periodo de setembro de 2003 a outubro de 2004 foi realizado em Belo
Horizonte um estudo piloto que identificou, entre 31.000 criangas triadas, 20
com toxoplasmose congénita, resultando em uma propor¢cdo de 1 recém-
nascido infectado para 1.590 nascidos vivos. Esses dados mostram a elevada
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prevaléncia da toxoplasmose congénita em Belo Horizonte e, provavelmente,
em todo o Estado de Minas Gerais (Queiroz et al. 2006). Posteriormente este
estudo foi ampliado para todo o estado de Minas Gerais, sendo observado um
bebé com toxoplasmose congénita para cada 770 nascidos vivos (Vasconcelos-

Santos et al. 2009; Machado et al. 2010).

Cerca de 95% das criangas com infec¢do congénita ndo apresentam sintomas
de doenca disseminada, e uma em cada seis tem evidéncia de lesé&o cerebral
ou ocular refletindo processo inflamatério pregresso. Observam-se lesdes
oculares cicatrizadas na maioria das criancas afetadas. Entretanto, devido a
imaturidade da resposta imune fetal (Guglietta et al. 2006), € possivel que o
tempo de transformacéo do taquizoito para bradizoito seja mais longo que nos
adultos imunocompetentes, ou que os periodos de reativagdo sejam mais

frequentes.
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1.2.4. SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos classicamente descritos em criangcas com toxoplasmose
congénita sdo chamados de tétrade de Sabin, em que o feto apresenta
hidrocefalia, com macro ou microcefalia, retinocoroidite, calcificacdes cerebrais
e retardo mental ou perturbacdes neuroldgicas. As alteragbes oculares podem
acontecer com graus diferentes de degeneracdo e edema na retina além de
lesBes vasculares da coroéide, nistagmo, estrabismo, neurite éptica (Montoya &

Liesenfeld 2004; Elsheikha 2008).

Segundo Gilbert & Peckham (2002), aproximadamente 90% das criangas com
toxoplasmose congénita parecem se desenvolver normalmente. Natimortos ou
mortes pds-natais ocorrem em aproximadamente 1% dos casos de bebés
infectados e aproximadamente 2% tem sequelas neuroldgicas graves. Existem
evidéncias de que a intensidade de sintomas clinicos da toxoplasmose
congénita é menor nos Estados Unidos e em paises da Europa, quando

comparado aos paises da América do Sul (Gilbert 2009).

Apesar de grande parte dos casos de infeccbes congénitas serem
assintomaticas no momento do nascimento, muitos neonatos apresentam
sequelas em algum momento da vida, principalmente complicagcbes de tipo

ocular ou do sistema nervoso central (Jones et al. 2003).

Devido a caréncia de estudos de seguimento das crian¢as desde o nascimento
até o periodo escolar, a prevaléncia de seqlielas menos graves que podem nao

ser detectadas nos primeiros meses de vida, ndo € bem conhecida (McLeod et
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al. 2006). Quando infectadas e nao tratadas, 85% das criangas que né&o
apresentaram manifestagcbes clinicas ao nascimento desenvolverdo
tardiamente efeitos da infeccdo, na maioria dos casos retinocoroidite e atraso

no desenvolvimento (Desmonts 1985; Montoya & Rosso 2005).

LesBes oculares causadas por reativacdo de cistos latentes (bradizoitos) na
retina e a reacdo inflamatéria associada, podem aparecer em qualquer
momento da infancia, ou mesmo durante a fase adulta. Estudos realizados com
criangas que foram tratadas para toxoplasmose durante o periodo pré-natal e
pés-natal mostram que aproximadamente 10% tiveram retinocoroidite
detectada durante a infancia, e 23% tiveram pelo menos uma leséo até os 7
anos de idade. Além disto, mais da metade tiveram algum grau de prejuizo

ocular unilateral (Gilbert & Peckham 2002; Jones et al. 2003).

Andrade et al. (2008) sugerem que a toxoplasmose congénita pode causar
déficit auditivo em até em 21% dos casos sendo que no Brasil € um fator de

risco para hipoacusia.

Os fatores relacionados a variabilidade de sintomas clinicos no bebé ainda
permanecem por serem melhor definidos. Presumivelmente, refletem uma
combinacdo de fatores, como o gendtipo e o estado imune do hospedeiro, a
carga tecidual parasitaria, a idade fetal, o estagio de desenvolvimento da
placenta e a composi¢ao genética do parasito (Wong & Remington 1994; Sibley

& Howe 1996).
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1.3. DIVERSIDADE DO T. GONDII

1.3.1. POLIMORFISMO GENETICO DO T. GONDII E GENOTIPAGEM

O T. gondii foi considerado por muito tempo ser um organismo de estrutura
genética populacional clonal (Howe & Sibley 1995). Apesar de ser um
protozodrio parasito com um ciclo sexual bem definido, esse modo de
propagacao parece ocorrer raramente na natureza.

Segundo Boothroyd & Grigg (2002) o fato do T. gondii ser hapléide bem como
a néo obrigatoriedade da reproducdo sexuada para a obtengdo de sucesso na
disseminacdo desse parasito na natureza, se mantendo apenas pela
transmissao oral de cistos teciduais entre os hospedeiros intermediarios,
possibilita a existéncia de uma estrutura populacional predominantemente
clonal. Além disso, outra possivel explicacdo para essa estrutura clonal do
parasito seria o curto periodo de producdo de gametdcitos nos gatos e
raramente os felideos se infectam simultaneamente com multiplas cepas, o que
limita muito as trocas genéticas. Associado a isso, 0s hospedeiros
intermediarios desenvolvem uma resposta imune robusta durante a primeira
infecgé@o limitando a chance de infecgbes simultaneas que gerariam cistos de

cepas diferentes coabitando o mesmo tecido (Sibley & Ajioka, 2008).

Estudos sobre os polimorfismos genéticos e caracterizacdo genotipica em
diferentes isolados de T. gondii originados tanto de material humano quanto
animal demonstram a existéncia de diversidade genética nesse parasito. Varias
técnicas moleculares tem sido utilizadas objetivando o estudo dessa
diversidade genética entre diferentes isolados de T. gondii como a andlise
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isoenzimética (Cristina et al. 1995; Dardé 1996), amplificacdo aleatéria do DNA
polimérfico (RAPD) (Guo & Johnson 1995; Guo & Johnson 1996; Ferreira et al.
2004), analise de microssatélites (Ajzenberg et al. 2002a; Ferreira et al. 2004;
Ajzenberg et al. 2005) e polimorfismo por tamanho de restricdo (RFLP) (Howe

& Sibley 1995; Cristina et al. 1995; Ferreira et al. 2006; Cavalcante et al. 2007).

A genotipagem dos isolados deve ser simples, rapida, reprodutivel, podendo
ser utilizada em larga escala e ser capaz de detectar a diversidade genotipica
de uma determinada espécie (Ajzenberg et al. 2005). Seguindo estes critérios,
para a genotipagem do T. gondii, muitos estudos utilizam a técnica da PCR-
RFLP (polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo). A PCR é
realizada para a amplificacdo de uma regido de um gene de interesse que
contém uma ou multiplas substituicdbes de bases. O produto da PCR é
submetido & digestdo por uma ou mais enzimas de restricdo. O RFLP é um
método que detecta variagdes 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). Este método é rapido e de facil

execucao (Ajzenberg et al. 2005).

Os primeiros estudos com cepas do T. gondii foram geografica e
numericamente restritos. Andlise molecular através do RFLP de isolados
dispersos principalmente na Europa e EUA, mostra que a maioria das cepas
apresenta um padrdo genético clonal e sdo pertencentes a um dos trés
gendtipos designados como tipo |, Il e Il (Howe & Sibley 1995). A existéncia de

trés linhagens clonais mais uma vez indica que a disseminacéo deste parasito
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na natureza ocorreria apenas por reproducdo assexuada ou cruzamentos
uniparentais. Essa estrutura clonal esta acompanhada de uma pequena
divergéncia genética entre as trés linhagens, de aproximadamente 2% (Dardé

2008).

Estudos filogenéticos mais recentes subdividem o T. gondii em dois grandes
grupos clonais, apesar da existéncia das trés linhagens clonais postuladas por
Howe & Sibley (1995). Em vez disso, 0 grupo 2 seria geneticamente
heterogéneo e a linhagem tipo Ill seria apenas um subgrupo desse grupo 2

(Ajzenberg et al 2002a).

Cepas de T. gondii classificadas como tipo | estdo normalmente associadas a
casos de toxoplasmose aguda. O gendtipo tipo Il € predominante em pacientes
imunossuprimidos (sindrome da imunodeficiéncia adquirida — AIDS) e em
casos de toxoplasmose congénita e ocular em humanos. Ainda segundo Howe
& Sibley (1995) cepas do tipo Il s&o mais comumente encontradas em animais
sendo importante salientar que na maioria das vezes as amostras de T. gondii
provenientes de casos humanos se originam da forma sintomatica da doenca,
enquanto que grande parte das amostras provenientes de animais é

responsavel por infec¢gdes crbnicas e assintomaticas.

Em 1997, Howe et al. desenvolveram um sistema de tipagem de cepas de T.
gondii baseando-se na andlise de restricdo de fragmentos do gene SAG 2
amplificado por nested PCR que identifica gendtipos de cepas das trés

linhagens clonais descritas anteriormente (Howe & Sibley 1995). Das 68
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amostras genotipadas, 55 (81%) foram classificadas como tipo Il, sendo que

estas estavam altamente relacionadas com a toxoplasmose congénita.

Também através da PCR-RFLP do locus SAG2, foi realizado um ensaio na
Espanha para determinar a prevaléncia dos diferentes genétipos de T. gondii
associados a toxoplasmose humana neste pais. Foram avaliados 34 isolados
encontrando maior prevaléncia de cepas do tipo Il em casos em pacientes
imunocompetentes enquanto cepas do tipo | estavam presentes em 75% dos

individuos com infec¢@o congénita (Fuentes et al. 2001).

Aspinall et al. (2003) investigaram o genétipo de T. gondii associado a casos
agudos da toxoplasmose humana na Inglaterra e Pais de Gales. A analise de
sitios de restricdo do locus SAG2 demonstrou igual frequéncia entre os
gendtipos tipo | e tipo Il, mas nenhuma associacdo foi encontrada entre os
gendtipos estudados e as formas clinicas da toxoplasmose. Um resultado
interessante neste estudo é a presenca de amostras mistas (I + Il) associadas

principalmente a casos congénitos.

Mais recentemente, Gallego et al. (2006) realizaram uma analise genética do
locus SAG2 em 33 amostras obtidas de animais e humanos provenientes da
Colémbia (América do Sul). Quase a totalidade dos isolados caracterizados
(94%) foram identificados como tipo I, sendo apenas um isolado classificado
como tipo lll e um como atipico. Os autores discutem que esses resultados
indicam que as mesmas cepas circulam entre os homens e animais, além

disso, esses achados demonstram diferengas na estrutura populacional do T.
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gondii isolados na América do Sul quando comparados aos da América do

Norte.

Achados semelhantes foram encontrados em isolados de T. gondii em animais
domésticos provenientes de Minas Gerais (Branddo et al. 2006). Através da
PCR-RFLP para o locus SAG2, 80,9% dos isolados foram classificados como
tipo | sugerindo diferengas epidemiolégicas na prevaléncia dos genoétipos no

Brasil.

Utilizando apenas o marcador SAG2, Dardé (2008) atribui o gendtipo tipo I
como responsével por mais de 90% dos casos de toxoplasmose congénita na

Franca e nos Estados Unidos.

Apesar de grande parte dos estudos sobre genotipagem do T. gondii se basear
na analise da PCR-RFLP do gene SAG2 (que codifica o antigeno de superficie
p22 localizado no cromossomo VIII do parasito), existem limitagdes na
genotipagem de cepas baseadas somente em um locus (Lehmann et al. 2000;

Ajzenberg et al. 2002a).

Alguns autores chamam a atencgédo para diferentes comportamentos fenotipicos
em cepas caracterizadas pelo mesmo genotipo através da andlise de um Unico

gene (Khan et al. 2005; Su et al. 2006).

A utilizacdo de um Unico marcador genético limita o poder de distingdo dos

isolados de T. gondii, ndo sendo possivel detectar recombinagfes ou alelos
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atipicos (Dardé 2004; Ajzenberg et al. 2005; Sue et al. 2006). Além disso, a
PCR-RFLP do gene SAG2 apresenta outros tipos de problemas como
amplificacéo e digestao (pelas enzimas de restricdo) incompletas, o que limita a

reprodutibilidade da técnica (Lehmann 2000; Fuentes et al. 2001).

A utilizacdo de multilocus para a tipagem genética € necesséria para avaliar a
real diversidade da populacdo de T. gondii, encontrar fatores genéticos que
podem influenciar na viruléncia do parasito, entender eventuais mecanismos de
selecbes genotipicas de acordo com a espécie hospedeira ou tentar relacionar
0 gendtipo do parasito as manifestacdes clinicas da toxoplasmose em

humanos (Dardé 2004).

A primeira descricdo de cepa recombinate I-1ll isolada no Brasil foi realizada
por Fux et al. (2003), estudo que também incluiu relagdes com o gendtipo do
hospedeiro (camundongos BALB/C, C3H, C57Bl/6 e DBA1/J) e aspectos da

resposta imune.

Véarios outros estudos de genotipagem do T. gondii através da PCR-RFLP
multilocus vem sido realizados em todo o mundo. Entretanto, a auséncia de
padronizacdo da técnica e principalmente do conjunto de marcadores utilizados
dificultavam a comparacgdo dos resultados obtidos por diversos laboratérios.
Com o objetivo de aumentar o poder discriminativo de identificacdo dos
isolados, Su et al. (2006) desenvolveram um conjunto de marcadores que
facilitam a distincdo dos arquétipos de tipos atipicos além de revelar a

diversidade genética dos parasitas. Ainda segundo Su et al. (2006), a utilizagdo
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desses marcadores permite a identificacdo dos isolados mistos com maior
seguranca além de facilitar a identificagdo de isolados de T. gondii em estudos

epidemioldgicas e de genética populacional.

Estudos de genotipagem tém sido embasados principalmente na pesquisa em
11 loci génicos (SAG1, 5'+3'SAG2, SAG3, SAG2 alt, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-
2, L358. PK1, Apico), confirmando a presenca de uma populagéo clonal de T.
gondii muito variada em nosso pais (Su et al. 2006; Pena et al. 2008). Atraves
da analise em varios loci, estudos recentes demonstram também a presenca
de uma maior diversidade genética do parasito indicando que a recombinag&o

sexual ocorre com mais frequéncia do que se esperava (Ferreira et al. 2006).

Os gendtipos recombinantes ou genotipos com alelos atipicos representam de
5 a 10% da colegédo de isolados obtidos na Europa e EUA (Howe & Sibley
1995). Esses gendtipos sdo mais frequentes entre amostras isoladas de
espécies hospedeiras exoticas, de areas geograficamente remotas ou de

pacientes com formas clinicas incomuns (Dardé 2004).

Velmurugan et al. (2008) genotiparam 19 isolados de T. gondii na Africa
encontrando cepas clonais do tipo Il e tipo lll. Esses autores sugerem que a
mesma estrutura clonal encontrada da Europa e na América do Norte se repete
na Africa. Entretanto, em 2010, outro estudo com isolados de T. gondii obtidos
de pacientes humanos africanos foi realizado, observando resultados que n&o

corroboram com o estudo anterior. Dos 14 isolados analisados, apenas 1 foi
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considerado clonal (tipo 1), 10 isolados foram classificados como recombinantes

e 3 provenientes de infecgbes mistas (Boughattas et al. 2010).

Na América do Sul a populagéo de T. gondii é diferente daquelas observadas
na Europa e América do Norte. Estudos realizados na Guiana Francesa e no
Brasil demonstram grande variabilidade genética sendo que a maior
diversidade € encontrada da regi&o amazonica (Ajzenberg et al. 2004; Carme

et al. 2009).

Em nosso laboratério e no lanoratério de biologia de Leishmania da UFMG,
Ferreira et al. (2006) realizaram PCR-RFLP para oito loci independentes
(SAG1, SAG2, SAG3, B1, cB21-4, cS10-A6, GRAG6 e L363) visando identificar
0os gendtipos de T. gondii isolados no Brasil. A andlise multiloco permitiu
caracterizar todas as cepas como recombinantes naturais (I/lll), fato ainda n&o

registrado em outros locais do mundo.

Estes achados foram confirmados posteriormente em isolados de T. gondii
obtidos em Erechim, no estado do Rio Grande do Sul (Khan et al. 2006), em
isolados provenientes de pacientes HIV positivos com toxoplasmose cerebral
(Ferreira et al. 2008) e em pacientes com toxoplasmose ocular (Ferreira et al.
2010) que apresentaram uma alta taxa de polimorfismo genético. Neste ultimo
estudo, as caracteristicas genéticas de 10 amostras clinicas (sangue)
provenientes de pacientes com toxoplasmose ocular do estado de Séo Paulo
foram analisadas. Todos os pacientes albergavam cepas polimorficas, embora

duas delas apresentassem um Unico gendtipo em 9 loci genéticos.
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Além desses trabalhos realizados com amostras humanas no Brasil, varios
estudos de genotipagem tem sido feitos em isolados de origem animal, como
em galinhas (Brandao et al. 2006; Dubey et al. 2008; Dubey et al. 2010; Soares
et al. 2011), gatos (Pena et al. 2008), porcos (Frazdo-Teixeira et al. 2011),
cabras (Cavalcante et al. 2007; Ragozo et al. 2010), ovelhas (Ragozo et al.
2010; Silva et al. 2011;), capivaras (Yai et al. 2009) e até mesmo em animais
silvestres (Pena et al. 2011). Todos os trabalhos apresentam resultados
semelhantes sendo que a genotipagem revela alta diversidade genotipica dos

isolados brasileiros.

Pena et al. (2008) caracterizaram geneticamente amostras de DNA
provenientes de isolados de T. gondii obtidos de gatos de S&o Paulo. A
genotipagem foi realizada através da PCR-RFLP, utilizando os marcadores
(SAG1, 5'+3'SAG2, SAG3, SAG?2 alt, BTUB, GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1,
Apico) propostos por Su et al. (2006) além do marcador CS3, utilizado para
verificar a sua associagdo com a viruléncia em camundongos. Os autores
observaram alta diversidade genética entre as amostras analisadas e
identificaram quatro genoétipos comumente encontrados no Brasil. Essas
linhagens foram denominadas como tipos Brl, Brll, Brlll e BrlV. Segundo Pena
et al. (2008) a populacédo de T. gondii no Brasil é altamente diversificada, na
qual a troca genética frequente tem gerado uma série de recombinantes e
algumas linhagens clonais bem sucedidas expandiram-se para grandes areas

geogréfica.
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Isolados de T. gondii de capivaras provenientes do estado de S&o Paulo foram
genotipados pela PCR-RFLP pelos mesmos marcadores genéticos. Ndo foram
encontrados isolados arquétipos do tipos | e Il porém alguns isolados foram
agrupados em trés linhagens clonais comuns no Brasil (tipos Brl, Brll e Brlll)
(Yai et al. 2009). Ragozo et al. (2010) realizaram a tipagem de isolados de
ovinos e também identificaram os genoétipos Brl e Brlll além de novos genétipos

nao descritos na literatura.

Apesar de ja terem sido descritas no Chile, cepas tipo Il sdo bastante raras na
regido sul americana. Recentemente, Silva et al. (2011) realizaram a PCR-
RFLP multilocus (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, L358, c22-8, c29-6,
Apico, PK1 e CS3) em isolados de T. gondii provenientes de ovinos. Dois dos
13 isolados estudados pertenciam a linhagem clonal do tipo Il, com o tipo |
apenas no lécus Apico. Estes achados comprovam pela primeira vez a

presenca de cepa clonal do tipo Il no Brasil.

Um estudo realizado em galinhas provenientes de Fernando de Noronha
demonstrou mais uma vez a presenca do tipo clonal Il em nosso pais. O
arquétipo tipo Ill e vérias amostras recombinantes também foram verificadas
indicando que o T. gondii presente na ilha de Fernando de Noronha é
constituido de gendtipos originais, bem como gendtipos clonais que s&o

dominantes na Europa e América do Norte (Dubey et al. 2010).

A andlise multilocus por RFLP-PCR realizada em isolados de porcos

provenientes do Rio de Janeiro mostrou uma grande variabilidade de genoétipos

33



======= INTRODUGAO

recombinantes sendo que os autores sugerem que diferentes amostras de T.
gondii circulam em suinos destinados ao consumo humano, distintas daquelas
previamente isoladas de gatos e galinhas no Brasil (Frazdo-Teixeira et al.

2011).

Acredita-se que a amplitude geogréfica e a grande biodiversidade da fauna do
Brasil possam contribuir para essa maior variabilidade genética das cepas
brasileiras de T. gondii (Ferreira et al. 2006). Outros estudos com isolados de
toda a América do Sul confirmam as divergéncias destes com as populacdes
de T. gondii da Europa e América do Norte. Foram encontrados polimorfismos
Unicos nessas cepas e até mesmo novos alelos (Dardé 2008).

Dubey & Su (2009) estudando populagdes diferentes de T. gondii percebem
que a estrutura populacional dos parasitos presentes na América do Norte é
clonal sendo que no Brasil a variabilidade genética do parasito foi mais uma
vez evidenciada. Os autores citam trés observagdes importantes sobre os
isolados de T. gondii obtidos no Brasil: a auséncia de isolados do tipo Il em
nosso pais (j& contestada em publicag6es de 2010 e 2011); isolados do tipo |
sdo raros; e a maioria dos isolados em nosso meio néo séo clonais, sugerindo
recombinagdo e transmisséo eficiente por oocistos. Discutem ainda que as
diferencas estruturais entre as populagdes do T. gondii se deve principalmente

a diferengas na rota de infecgao.

A circulac&o de multiplos gendtipos na América do Sul permite a ocorréncia de
infecgdo mista (mais de uma cepa no mesmo hospedeiro) e a presenca de

hospedeiros intermediarios com infecgcbes mistas poderd levar a maior
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diversidade genética entre diferentes linhagens do parasito, uma vez que esses
hospedeiros sdo presas para os hospedeiros definitivos (Pena et al. 2008;

Dardé 2008; Khan et al. 2009).

Segundo, Sibley & Ajioka (2008), combinando as cepas de diferentes regites é
possivel obter ao invés das trés linhagens clonais, 11 diferentes haplotipos
definidos por polimorfismos presentes nos introns. Para outros autores, no
Brasil, existem linhagens clonais, porém diferentes dos trés tipos classicos
(Pena et al. 2008 e Dubey & Su 2009). Recentemente, Khan et al. (2011)
através de andlises de cepas atipicas da América do Norte, revelam uma
quarta linhagem clonal (tipo 12, além das tradicionais, tipo |, Il e Ill) circulante

nessa regiao.

Em relacdo ao curso clinico da toxoplasmose, alguns estudos demonstram
uma maior gravidade da doenca na América do Sul quando comparado a
outras regides do mundo (Gilbert et al. 2009). Acredita-se que o polimorfismo
genético detectado entre cepas brasileiras de T. gondii poderia ser uma
possivel explicagdo para as diferencas observadas na apresentacao clinica da
doencga (Cristina et al. 1995). Em contrapartida, Ajzenberg et al. (2009) através
da associacdo entre 0s genétipos de 88 isolados de individuos
imunocomprometidos e 0s aspectos clinicos desses paciente, sugerem que
para os casos de imunossupressdo, os fatores do hospedeiros estdo mais
envolvidos a resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo do T. gondii do que as

caracteristicas genéticas do parasito.
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1.3.2. VIRULENCIA

A viruléncia do T. gondii é usualmente definida em modelo animal. Sabe-se que
algumas espécies de hospedeiros sédo parcialmente susceptiveis enquanto
outras sucumbem a infeccdo com o T. gondii e que até mesmo o0 sexo pode
interferir na evolugdo da infec¢do. A viruléncia de isolados de T. gondii esti
bem caracterizada no modelo murino. Os principais critérios para sua avaliacao
sdo a taxa de mortalidade e o tempo até a morte de camundongos infectados

com inéculos graduais de parasitos (Kaufman et al. 1958).

O modelo padronizado para a viruléncia do T. gondii s&o camundongos fémeas
BALB/c. Embora estudos in vitro demonstrem propriedades intrinsecas
diferentes entre as cepas, a expressdo da viruléncia em dado modelo é
complexa e depende de vérias caracteristicas tanto do parasito quanto do
hospedeiro (Dardé 2008). A maioria dos isolados de T. gondii tem sido definida
como virulenta, ndo virulenta ou de viruléncia intermediaria, dependendo da
sua morbidade e mortalidade em camundongos infectados (Howe & Sibley

1995).

Sibley et al. (2002), através de seus experimentos in vitro, revelaram que a
patogénese de determinado isolado parece ocorrer devido a presenca ou
inducdo de mediadores inflamatorios sollUveis. Segundo esses mesmo autores,
a infeccdo de camundongos com cepas virulentas induz uma producgéo
exacerbada de citocinas TH1. As diferentes cepas de T. gondii possuem

capacidade diferente de induzir a IL-12 podendo determinar as diferengas nas

viruléncias (Saeij et al. 2005). Estudos recentes sugerem a indugéo precoce de
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altos niveis de IL12 por macrofagos infectados com parasitos de cepas do tipo

Il (Robben et al. 2004)

Classicamente, cepas tipo | sdo associadas ao fendtipo virulento em
camundongos, causando alta parasitemia, aumento do risco de transmisséo
transplacentaria e gravidade de infecgdo fetal. Em contrapartida, as cepas tipo
Il e lll sédo consideradas avirulentas levando & infec¢éo cronica e producao de

cistos teciduais em camundongos (Howe & Sibley 1995).

Essas associagdes ainda ndo sdo claras quando se trata de gendtipos
recombinantes. Pena et al. (2008) associaram a PCR-RFLP do marcador CS3
com a viruléncia em camundongos ao isolamento. Através da analise da taxa
de mortalidade de camundongos infectados, esses autores associaram 0
gendtipo Brl como altamente virulento, gendtipos Brll e BrlV de viruléncia

intermediaria e o Brlll como avirulento.

Sibley et al. (2002), ao cruzarem uma cepa altamente virulenta (GT-1) com
uma avirulenta (CEP), mostraram através da analise do gendtipo e do fenétipo
de viruléncia da progénie que a viruléncia era um traco herdavel. Além dos
fendtipos virulento e avirulento (parentais), alguns descendentes apresentavam
fendtipos intermediérios indicando que a viruléncia pode ser uma caracteristica
multigénica (Saeij et al. 2005). Ainda em 2002, Su et al. realizaram um
cruzamento genético entre essa mesma cepa altamente virulenta (GT-1) e uma
menos virulenta (CTG) e identificaram varios locus de traco quantitativo (QTLS)

associados com a viruléncia de T. gondii no modelo murino.
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Usualmente observa-se uma viruléncia mais elevada nas cepas recombinantes,
0 que é sustentado por experimentos de cruzamento das linhagens clonais
avirulentas tipo Il e tipo Ill, onde a progénie demonstra elevagdo da viruléncia
quando comparada aos parentais (Saeij et al. 2005). Nosso grupo tem
mostrado que os isolados da América do Sul sdo mais virulentos para
camundongos do que os isolados oriundos da América do Norte e Europa

(Ferreira et al. 2001; Brand&o et al. 2006; Cavalcante et al. 2007).

A aplicacdo da genética classica na andlise da viruléncia aguda provocada por
cepas tipo | revelou que esta caracteristica é estavel, herdavel e determinada
por relativamente poucos loci. Cruzamentos genéticos entre cepas tipo | e tipo
Il foram utilizados para identificar genes responsaveis por essa caracteristica,
chegando a conclusdo de que mais de 90% da elevada viruléncia dos isolados
do tipo | é devido a um alelo Unico no lécus ROP18 (Taylor et al. 2006; Khan et

al. 2009).

A associagéo entre a viruléncia do T. gondii em camundongos em comparagao

com a viruléncia em outras espécies ainda ndo € clara, principalmente a

associagédo com as manifestagdes da doenga em humanos.
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2. JUSTIFICATIVA

A identificacdo do T. gondii por PCR no sangue de recém nascidos com
suspeita de toxoplasmose congénita pode ser uma excelente ferramenta para
auxiliar o diagndstico da toxoplasmose. O sangue de criangas identificadas
como infectadas no inquérito soroldgico para toxoplasmose, realizado em 2006/
2007 no Estado de Minas Gerais, apresenta-se como um material adequado

para esse estudo.

A genotipagem de cepas do T. gondii bem como o estudo da estrutura
populacional desse parasito se justifica na area da saude e clinica médica, uma
vez que a associacao entre o genoétipo do parasito e a manifestagdo da doenga
pode fornecer marcadores que definam o seu progndstico, levando ao
tratamento apropriado dos pacientes com infecgcdo por T. gondii além de
possiveis associa¢cfes com diversos potenciais bioldgicos a espécie, como, por
exemplo, viruléncia, infectividade, crescimento, diferenciacdo e susceptibilidade

a drogas e vacinas.

z

A hipotese a ser testada neste projeto é sobre o papel de caracteristicas
fenotipica e genotipica do parasito no desenvolvimento de lesfes. Segundo
Gilbert et al. (2009), existem evidéncias de que o curso clinico da toxoplasmose
congénita difere em paises da Europa e EUA, quando comparado com regides
da Ameérica do Sul: a doenca ocular é cinco vezes mais comum em criangas

com toxoplasmose congénita, identificadas pela triagem neonatal no Brasil do
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que em criangas identificadas por triagem pré-natal ou neonatal na Europa.
Ferreira et al. (2010) encontraram elevada taxa de recombinagdo entre os
arquétipos I, Il e lll em amostras de pacientes com toxoplasmose ocular
provenientes de Sao Paulo. Esses autores sugerem que esta variabilidade
pode estar associada com a gravidade da doenca observada em pacientes
brasileiros. E provavel que a maior freqiiéncia e gravidade da toxoplasmose
congénita no Brasil estejam associadas ao predominio de cepas recombinantes

observado em nosso pais.
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3. OBJETIVOS:

3.1. OBJETIVO GERAL

- Analisar a viruléncia e o genotipo de isolados de T. gondii associadas com a
toxoplasmose congénita humana em recém nascidos no Estado de Minas

Gerais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar o T. gondii no sangue de recém nascidos através da PCR;

- Isolar o T. gondii a partir do sangue de criangas recém nascidas no estado de
Minas Gerais.

- Avaliar a viruléncia dos novos isolados de T. gondii;

- Determinar, através da PCR-RFLP, qual tipo genético do T. gondii prevalece
nos casos congénitos no Brasil;

- Comparar o perfil genotipico dos isolados obtidos dos recém nascidos com os
genotipos ja isolados no Brasil.

- Associar o tipo genético de T. gondii responséavel pela infeccdo do recém
nascido com as formas clinicas desenvolvidas pela crianga: comprometimento

oftalmoldgico, déficit auditivo e sinais neurolégicos (calcificagdes cerebrais).
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. PACIENTES

O presente estudo faz parte de um projeto multidisciplinar: “TRIAGEM NEONATAL
PARA TOXOPLASMOSE CONGENITA NO ESTADO DE MINAS GERAIS” coordenado pela
Dra. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade (Faculdade de Medicina da UFMG -

Grupo Brasileiro de Toxoplasmose Congénita, GBTC-UFMG). Trata-se de um

estudo transversal, realizado durante um periodo de sete meses (1° de
Novembro de 2006 a 31 de Maio de 2007) em Minas Gerais e baseia-se na
deteccdo de IgM especifica contra T. gondii em amostras de sangue seco em
papel filtro que rotineiramente séo colhidas de recém nascidos para triagem de

doengas metabdlicas e genéticas.

Foi realizado um inquérito soroldgico para toxoplasmose em 146.307 recém-
nascidos atendidos no programa de triagem neonatal para fenilcetondria,
hipotireoidismo e hemoglobinopatias (TESTE DO PEZINHO) no Nucleo de
Ac¢les e Pesquisa em Apoio Diagnéstico (NUPAD/UFMG). A triagem neonatal
foi realizada através da deteccdo de IgM anti-T. gondii utilizando-se o kit TOXO

IgM Q-Preven®, Symbiosis, Leme, Brasil.

Os recém nascidos que tiveram resultado positivo ou duvidoso no exame
realizado em sangue eram classificados como suspeitos de toxoplasmose

congénita e foram submetidos a testes confirmatorios: IgA, 19G e IgM anti-T.
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gondii no soro/plasma da mée e do bebé. Todas as criangas suspeitas de
toxoplasmose congénita foram também submetidas a exames para avaliacéo
de possiveis comprometimentos oftalmologico (fundoscopia), neurologico
(Ultra-som transfontanela, Radiografia de cranio e, se necessério, Tomografia
Computadorizada de Cranio), auditivo (avaliacdo comportamental, Emissdes
OtoacuUsticas e PEATE) e sistémico (avaliacdo clinica por infectologista
pediatrico). Quando necessario os recém nascidos eram encaminhadas para
atendimento neuroldgico e neurocirdrgico. Os exames clinicos foram realizados

no Hospital das Clinicas (HC) da UFMG.

Todas as criangas infectadas foram tratadas com uma combinagdo de
sulfadiazina + pirimetamina + &cido folinico durante o primeiro ano de vida, e
serdo acompanhadas por um periodo minimo de cinco anos. Este estudo tem o
apoio da Secretaria Estadual de Saude de Minas Gerais e foi aprovado pelo
COEP-UFMG, parecer n° 0298/06, apresentado em anexo ao termo de

consentimento para participagéo no projeto.

ApoOs aproximadamente 12 meses foi realizada nova coleta de sangue
periférico das criangas, com o intuito de confirmar o diagnéstico pela
persisténcia de anticorpos IgG anti-T. gondii, metodologia que é considerada o

teste referéncia para o diagndstico da toxoplasmose congénita.

» DEFINICAO DE CASOS DE TOXOPLASMOSE CONGENITA
Foram definidos como casos de toxoplasmose congénita as criangas com

persisténcia de IgG anti-T. gondii ao final de 12 meses de vida.
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» EXCLUSAO DO DIAGNOSTICO DE TOXOPLASMOSE CONGENITA
Nos recém nascidos inicialmente selecionados como positivos para
toxoplasmose congénita, o diagndstico foi excluido quando a crianga, nos
testes confirmatdrios, apresentava sorologia (IgM, IgA e IgG) negativa para T.
gondii na auséncia de tratamento especifico ou sorologia persistentemente

negativa ap6s um a trés meses da interrupcédo do tratamento.

O Programa Estadual de Triagem Neonatal em Minas Gerais, no periodo de 1°
de Novembro de 2006 a 31 de Maio de 2007, apresentou uma cobertura de
95% dos nascidos vivos do Estado, sendo que das 146.307 criangas triadas,
235 apresentaram resultado positivo ou duvidoso na pesquisa de IgM anti-T.
gondii através do kit Q-Preven®. Dentre as criangas com resultado
positivo/duvidoso para IgM e que realizaram consulta médica e exames
sorologicos confirmatorios, 190 tiveram o diagndstico de toxoplasmose
congénita confirmado e 45 criancas apresentaram IgG negativa apds 12 meses

de vida (Vasconcelos-Santos et al. 2009).

Levando-se em consideracdo as 190 criangas com diagnostico confirmado,
Minas Gerais apresenta uma taxa de prevaléncia da toxoplasmose congénita
de aproximadamente um bebé& com toxoplasmose congénita para cada 770

nascidos vivos (Vasconcelos-Santos et al., 2009).

A figura 1 foi retirada do relatério Técnico-Cientifico intitulado “TRIAGEM
NEONATAL PARA TOXOPLASMOSE CONGENITA EM MINAS GERAIS”

elaborado por nosso grupo (GBTC - UFMG) e encaminhado & Secretaria de
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Estado da Saude de Minas Gerais em 2008. Esta figura apresenta a
distribuicdo das proporc¢des de criangas com toxoplasmose congénita (1 para
770 nascidos vivos) em Minas Gerais de acordo com a divisdo por
macrorregido de UBS (Unidade Bésica de Saude). Observa-se uma maior
propor¢cao de criangas infectadas por nascidos vivos nas regides Jequitinhonha
(1/361), Nordeste e Triangulo do sul (ambos com prevaléncia de
aproximadamente 1/490). As regides do Centro e Centro Sul por sua vez

possuem as menores taxas de positividade do Estado, 1:1286 e 1:1276

respectivamente.

Legenda
Jequitinhonha
Nordeste
Tridngulo do sul
Norte de Minas
Leste
Oeste
Leste do sul
Tridngulo do norte
MNoroeste
Sul
Sudeste
Centro sul
Centro

NAENNNEEE ] ]

Figura 1. Proporgdo de criangas com toxoplasmose congénita identificadas no
periodo de novembro de 2006 a maio de 2007 pela triagem neonatal, de
acordo com a divisdo por macrorregidao de UBS (Unidade Basica de Saude),
em Minas Gerais (1 para X nascidos vivos).
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Da amostra inicial de 235 criangas selecionadas pela triagem, 227 foram
submetidas aos exames confirmatorios. Destas, 220 foram selecionadas para
este estudo por terem sido submetidas a pesquisa de IgG ap6s 12 meses de
vida. O restante s6 possuia a primeira amostra de sangue por motivos diversos
(6bito, desisténcia dos pais em participar do estudo, mudanca de endereco) e
néo foram incluidas neste estudo (Fluxograma 1). A informacg&o da persisténcia
de anticorpos IgG anti-T. gondii ao final de 12 meses é fundamental para a

determinagéo do diagndstico da toxoplasmose congénita.

As 220 criangas selecionadas foram divididas em 2 grupos:

Grupo TC (Toxoplasmose Congénita): 178 criangas com persisténcia
de anticorpos 1gG anti-T. gondii ao final de 12 meses .

Grupo C (Controle): 42 criangas reativas na triagem neonatal, mas néo
infectadas, apresentando resultado negativo para anticorpos IgG anti-T. gondii

ao final de 12 meses.

Das 220 criangas selecionadas para esse estudo, 121 foram do sexo masculino
e 99 do sexo feminino. O sexo masculino também foi maioria (57,3%) entre 0s
recém nascidos com diagnostico confirmado com toxoplasmose congénita

(grupo TC).

As 220 criangas selecionadas para este estudo foram avaliadas clinicamente.
Os recém-nascidos suspeitos de toxoplasmose congénita foram submetidos a
exames de fundoscopia para avaliagdo de integridade da retina e outros

exames para observacdo de possiveis alteracdes neuroldgicas e auditivas no
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Hospital das Clinicas (HC) da UFMG sob a responsabilidade dos médicos Drs.
José Nélio Januario, Glaucia Manzan Queiroz de Andrade, Luciana Macedo e

Daniel V. Vasconcelos-Santos.

Entre as 220 criangas selecionadas para este projeto, 219 passaram por
avaliacdo oftalmoldgica. Oitenta e cinco criangcas ndo apresentaram lesédo
ocular, 22 apresentaram lesdo ocular ativa, 48 criangas tinham les&o ocular
cicatrizada e 64 criangas apresentaram retinocoroidite com lesbes ativas e
cicatrizadas simultaneas, em pelo menos um olho. Cento e noventa e quatro
criancas foram submetidas a avaliacao neurolégica, das quais 21 apresentaram
calcificagBes cerebrais. Entre as 118 criancas avaliadas para déficit auditivo, 41
apresentavam déficit auditvo e 77 criangas ndo apresentavam
comprometimento auditivo. Todas as 42 criangas do grupo C apresentaram
exames clinicos normais (Fluxograma 2), exceto trés criancas que

apresentaram déficit auditivo.
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146.307
Criancas triadas pelo
PETN
I ]
235 146.072
Resultado Resultado
positivo/duvidoso negativo
I ]
227 8
Submetidas aos excluidas
exames confirmatérios do projeto

220

Selecionadas para

este estudo

Grupo TC: 178
(81%)
Diagndstico positivo
confirmado

Grupo C: 42
(19%)
Controle
Diagndstico negativo

Fluxograma 1. Identificagdo das 178 criangas infectadas (TC: toxoplasmose
congénita) e 42 criangas controle (C) nédo infectadas pelo T. gondii participantes

deste estudo.
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220

Selecionadas
para este estudo

219 194 118
Submetidas a Submetidas a Submetidas a
avaliacdo avaliagdo avaliacdo auditiva
oftalmoldgica neuroldgica
Grupo SL: 85 Grupo CC: 21 Grupo CA: 41
Sem leséo Calcificactes Comprometimento
cerebrais auditivo
Grupo RA:22 Grupo SCC: 173 Grupo SCA: 77
Retinocoroidite Sem calcificagdes Sem
ativa cerebrais comprometimento
auditivo
Grupo RC:48
Retinocoroidite
cicatrizada
Grupo RAC:64
Retinocoroidite
ativa e cicatrizada

Fluxograma 2. Exames clinicos nas 178 criangas infectadas (grupo TC) e em
42 criangas controle (grupo C). Avaliagcéo oftalmoldgica, calcificacdes cranianas
e déficit auditivo. Retinocoroidite ativa (grupo RA), cicatrizada (grupo RC) e
ativa + cicatrizada (grupo RAC), calcificagbes cerebrais (grupo CC), sem
calcificagcbes cerebrais (grupo SCC), comprometimento auditivo (grupo CA),
sem comprometimento auditivo (grupo SCA).
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4.2. COLETA DE SANGUE

Além da avaliacao clinica dos recém nascidos, foi realizada coleta de 2,0mL de
sangue periférico imediatamente antes do inicio do tratamento com o0s
seguintes propoésitos:

e 15 mL (coletado em EDTA) para extragdo de DNA de T. gondii
porventura existente junto aos elementos celulares sanguineo para
possivel diagnéstico molecular (através de PCR do gene B1). Este
sangue foi mantido a -20°C até o momento da extracdo do DNA;

e 0,5 mL (coletado em EDTA) para inoculacdo intraperitoneal em
camundongos (bioensaio) na tentativa de isolar parasitos e analisar o
perfil genético dos parasitos por PCR-RFLP, utilizando iniciadores

especificos;

Ao final de 12 meses foi coletada nova amostra de sangue para pesquisa de
IgG anti T. gondii e confirmagdo de toxoplasmose congénita por laboratorio

terceirizado pelo NUPAD.

4.3. DETECGAO DE Toxoplasma gondii EM SANGUE DE RECEM NASCIDOS POR PCR

DO GENE Bl

A presenca do T. gondii no sangue dos recém nascidos foi determinada pela
amplificagédo por nested PCR do gene repetitivo e conservado B1, conforme
descrito por Burg et al. (1989). A extracdo de DNA de sangue dos recém

nascidos foi realizada utilizando-se o kit de purificagdo de DNA gendmico
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Wizard (Promega) seguindo o protocolo do fabricante. O DNA purificado foi
ressuspendido em 4gua e mantido sob refrigeracéo, a 4°C, até a utilizagéo.

Os seguintes iniciadores foram utilizados (sequéncias na orientagdo 5-3'):
forward (Fext GGAACTGCATCCGTTCATGAG; Fint
TGCATAGGTTGCAGTCACTG,; reverse (R)ext TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC e

Fint GGCGACCAATCTGCGAATACACC.

Inicialmente, 1uL do DNA extraido do sangue dos recém nascidos foi
submetido & amplificacdo pela PCR utilizando-se os iniciadores externos (ext).
Em seguida, foi realizada a amplificagdo por nested PCR com os iniciadores
internos (int), utilizando-se 1uL do produto da PCR inicial como molde. Um
controle negativo, sem DNA, e dois controles positivos, um com DNA extraido
de taquizoitos da cepa ME49 e um com DNA extraido de sangue normal

adicionado de 100 taquizoitos/mL da cepa RH foram incluidos em cada reag&o.

Todas as reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de
10uL, contendo 2uL de Tampéo 5X green (Promega), 25mM de MgCl,, 2,5mM
de cada deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Invitrogen), 5u/uL de Taq
DNA polimerase (Promega) e 5pmol de cada iniciador. As amplificagdes foram
programadas segundo Lee et al. (2008) para 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 62°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por
30 segundos. Os fragmentos amplificados foram visualizados apés eletroforese
em gel de poliacrilamida a 5% e por coloragdo com nitrato de prata, de acordo

com Santos et al. (1993) e fotografados.
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A reprodutibilidade da PCR-B1 foi avaliada em ensaio mascarado utilizando

aproximadamente 10% da amostra.

Medidas para evitar a contamina¢éo entre amostras foram utilizadas em todas
as fases dos experimentos, desde a colheita das mesmas, pela utilizacdo de
materiais individuais e estéreis, bem como para as etapas caracteristicas da
PCR. Foram utilizadas salas diferentes para a extracdo de DNA, preparagao de
reagentes, amplificacdo e analise das amostras, troca frequente de luvas,
material plastico individual e descartavel, e utilizacdo de controles dos

reagentes de extracao e amplificacao.

4.4. ISOLAMENTO DO T. gondii POR BIOENSAIO

Para isolamento do T. gondii, as amostras de sangue (0,5 mL) foram
centrifugadas a 2000g e 0,2 mL do sedimento de células sanguineas contendo
eritrocitos e leucdcitos foram inoculados pela via intraperitoneal (i.p.) em duas
fémeas de camundongos normais Swiss (0,1 mL por animal) de seis a oito
semanas de idade, obtidos no Centro de Bioterismo do ICB/UFMG e mantidos
no biotério do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG (bioensaio). Apos
30 dias de inéculo do material, cada camundongo foi sangrado pelo plexo retro-
orbital. O sangue foi centrifugado e o plasma usado para a realizagéo de ELISA
para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii. Animais que morreram antes de
completar 30 dias de in6culo foram examinados para a pesquisa de taquizoitos
no peritdbneo ou cistos no cérebro. Todos 0os camundongos sobreviventes foram

sacrificados por deslocamento cervical. Os cérebros dos camundongos
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soropositivos por ELISA foram retirados, macerados e em seguida adicionado 1
mL de solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,2. Para cada
cérebro retirado foram examinadas duas preparagdes entre lamina e laminula
para a pesquisa de cistos. Os procedimentos com camundongos utilizados no
presente projeto foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentac&o

Animal da UFMG (CETEA-UFMG), parecer n° 013/2007, apresentado anexo.

4.4.1. MANUTENGCAO DOS NOVOS ISOLADOS DE TOXOPLASMA GONDI

Para manutencdo dos novos isolados de T. gondii foram utilizadas novas
passagens em fémeas de camundongos Swiss através da inoculagéo de cistos
teciduais encontrados nos cérebros dos animais previamente infectados.
Foram inoculados aproximadamente cinco a dez cistos presentes em cérebro
dos camundongos infectados previamente, apds homogeneizac¢éo do 6rgdo em

PBS pH 7,2, a cada 4-6 meses, por via oral em camundongos Swiss normais.

Em caso de isolados virulentos, os camundongos eram tratados 48 horas apos
o0 in6culo com sulfadiazina (1g/L) na 4gua oferecida aos animais, durante sete
a dez dias. Todos isolados foram mantidos por congelamento de taquizoitos

em nitrogénio liquido a - 196° C .

4.4.2. CRIOPRESERVACAO DE TAQUIZOITOS DOS NOVOS ISOLADOS

Para obtencao de taquizoitos, foram inoculados cinco a dez camundongos com

aproximadamente 200 a 600 cistos i.p. por camundongo. Os taquizoitos foram
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coletados cinco a sete dias apos o inoculo através de lavagem do peritbneo

com PBS pH 7,2.

Foi adicionado aos parasitos DMSO (concentracéo final de 10%) e estes foram
estocados em criotubos (0,5ml) e armazenados em freezer a -70C por 18
horas. Apés este periodo o material foi transferido para o nitrogénio liquido

(Dubey & Beattie 1988).

Para o descongelamento dos parasitos, os criotubos foram aquecidos a 37°C
por 1 minuto. O material foi lavado por centrifugagdo com PBS pH 7,2,
homogeneizado com PBS e inoculado via intraperitonial em camundongos

Swiss.

4.4.3. OBTENCAO E PURIFICACAO DE TAQUIZOITOS DE TOXOPLASMA GONDII

Para os ensaios de viruléncia dos novos isolados do T. gondii, a obtengéo dos
taquizoitos foi realizada de acordo com Ferreira et al. (2001). Camundongos
Swiss foram inoculados intraperitonealmente com cistos teciduais (200 a 600
cistos/camundongo), previamente digeridos com pepsina 2.6% em solucéo
acida por 10 minutos em banho-maria. A parede cistica € rompida pela pepsina
liberando os bradizoitos e otimizando assim a infecciosidade do in6culo
intraperitoneal. A pepsina foi lavada do material por centrifugagdo com PBS pH
7,2 por trés vezes a 2000g e o material contendo bradizoitos foi inoculado i.p.
Apo6s um periodo de cinco a sete dias foi coletado o exsudato peritoneal dos

camundongos infectados. Esse exsudato foi centrifugado a 2.000g por 10
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minutos e ressuspendido em 5 mL em PBS pH 7.2. Para romper a membrana
das células do hospedeiro que estariam abrigando parasitos, o material foi
submetido a forte pressdo passando atraveés de uma seringa com agulha de

calibre 13x4,5, de trés a cinco vezes.

O material recolhido foi filtrado em uma membrana de policarbonato de 3 ym
de porosidade (Milipore) para que as células do hospedeiro fossem removidas.
Apos a filtragdo, os taquizoitos foram contados na cAmara hemocitométrica e

diluidos para concentrac¢des apropriadas em PBS pH 7,2.

4.5. DETERMINACAO DA VIRULENCIA DE ISOLADOS DE TOXOPLASMA GONDII

Para a determinacéo da viruléncia dos isolados de T. gondii foram utilizados os
mesmos critérios adotados por Ferreira et al. (2001). Os taquizoitos apos
serem filtrados e contados em camara hemocitométrica foram submetidos a
uma diluicdo seriada de modo a obtermos concentracdes finais crescentes de
10°, 10% 10? e 10° taquizoitos por 0,1 mL. Para cada diluicdo especifica,
realizou-se o in6culo intraperitoneal de 0,1 mL em cinco camundongos fémeas
BALB/c possuindo de seis a oito semanas de vida obtidos do Centro de
Bioterismo do ICB/UMG e mantidos no Biotério do Departamento de
Parasitologia do ICB/UFMG. A mortalidade, assim como o tempo decorrido até
a morte, foi observada por um periodo de 30 dias. O mesmo protocolo foi
realizado com as cepas padrdo RH (virulenta) e ME49 (avirulenta). Os
camundongos que morreram tiveram a infeccdo pelo T. gondii confirmada

através da busca por taquizoitos na cavidade peritoneal e/ou cistos teciduais
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no cérebro. Nos camundongos sobreviventes foi realizado um ELISA com o
plasma sanguineo obtido através de sangria pelo plexo retro-orbital para
deteccdo de IgG anti-T. gondii ao final do periodo de observacédo de 30 dias.
Todos os camundongos sobreviventes foram sacrificados e analisados com os
mesmos critérios de infectividade estabelecidos para os camundongos que
morreram de modo a confirmar o resultado do teste soroldgico. Aqueles que
por ventura ndo haviam sido infectados (ELISA negativo) foram excluidos da
analise de viruléncia do isolado. Como grupo controle negativo do experimento,

realizamos o indculo intraperitoneal de PBS pH 7.2 em cinco fémeas BALB/c.

4.5.1. CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DA VIRULENCIA DOS ISOLADOS DE TOXOPLASMA

GONDII

O critério classico de determinacdo da viruléncia em camundongos € o
percentual de mortalidade dos animais submetidos a in6culos graduados do
parasito e o tempo decorrido até a morte destes. Sdo classificadas como
virulentos os isolados que possuem LDjo (dose letal para 100% dos
camundongos) igual a um parasito. Avirulentos séo os isolados que possuem
LDsp maior que 108 taquizoitos e isolados de viruléncia intermediaria séo
aquelas que exibem um padrdo intermediario entre os dois extremos (Sibley &

Howe 1995).
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4.5.2. ELISA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IGG ANTI- T. GONDII EM
CAMUNDONGOS

4.5.2.1. OBTENGAO DO ANTIGENO SOLUVEL DE TOXOPLASMA GONDII (STAG)

Foi coletado o exsudato peritoneal de camundongos, previamente inoculados
com a cepa RH de T. gondii. O material foi centrifugado por duas vezes em
PBS pH 7,2 e adicionado 10mL de PBS pH 7,2 ao sedimento resultante. A
contagem dos parasitos foi realizada em cémara hemocitométrica e a
concentracéo final acertada para 1x10° taquizoitos por mL. A suspensdo de
parasitos foi entéo processada por ultrasom em 5 ciclos de 40 hertz (em banho
de gelo), durante 1 minuto e com intervalos de 1 minuto entre cada ciclo, sendo
0 rompimento dos parasitos acompanhado em microscopio 6ptico. Em seguida
o material foi centrifugado a 15000 g a 4°C durante 30 minutos. O
sobrenadante (antigeno solGvel de T. gondii — STag) foi estocado a —20°C até
0 uso. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry

(1951).

45.2.2. ELISA

O ELISA foi realizado de acordo com Brandéo et al. (2009). Placas de 96
orificios foram sensibilizadas previamente com 100uL do antigeno soltvel de T.
gondii (STag) em cada orificio, na concentracdo de 0,5ug proteina/orificio

diluido em tampéo carbonato/bicarbonato (pH 9,6), e incubadas durante 18

horas a 4°C.
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No momento do uso, o excesso de antigeno foi desprezado e a placa lavada
quatro vezes com solucao salina contendo Tween 20 a 0,05% (SST). Apés
secagem, os plasmas foram diluidos em PBS-T (Tween 20 a 0,05% em PBS
pH 7,2), na diluicdo Unica de 1:100, e distribuidos nos orificios da placa,
seguida da incubagdo a 37°C por 45 minutos. Os plasmas foram ensaiados em

duplicatas na mesma placa.

Apos este periodo de incubacao, foi realizada uma série de quatro lavagens
com SST. Foram adicionados a cada orificio da placa, 100uL de PBS-T
contendo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (SIGMA) na
diluicdo de 1:5000 em PBS-T. Ap6s 45 minutos de incubacgéo, as placas foram
lavadas (série de quatro lavagens com SST), seguida da adigdo do 100uL do
substrato (3ug O-fenilenoldiamino em 15 ml de solu¢éo de &cido citrico e 3uL

de H,O, - 30vol.).

A reacdo foi interrompida apds 20 minutos com 30uL de H,SO,4 1:20 por orificio
e a leitura realizada em leitor de ELISA “BIO RAD” Modelo 3550, com filtro de
490nm. O “cut off” para o ELISA foi considerado a média de absorbancia de
oito amostras de plasma de camundongos negativos para T. gondii mais trés

desvios padréo, testados em cada placa.
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4.6. CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE T. GONDII ISOLADO DE RECEM NASCIDOS COM

TOXOPLASMOSE CONGENITA

4.6.1. EXTRACAO DE DNA

Os taquizoitos de cada isolado foram obtidos conforme descrito no item
“OBTENCAO E PURIFICACAO DE TAQUIZOITOS DE TOXOPLASMA GONDII”. Quando a
presenca de hemacias era abundante no exsudato peritoneal, era adicionado
solucéo de cloreto de amonia (0,83g de NH4Cl + 0,1g de NaHCO3 + 100ml de
H,O destilada) ao material, para lisar as heméacias, seguido de lavagem com
PBS pH7,2. O sedimento contendo uma massa de taquizoitos foi estocado a -
20°C até o momento da extracdo de DNA. A extracdo de DNA dos taquizoitos
foi realizada utilizando-se o kit de purificacdo de DNA gendmico Wizard
(Promega) seguindo o protocolo do fabricante. O DNA purificado foi

ressuspendido em 4gua e mantido sob refrigeracéo, a 4°C, até a utilizagéo.

4.6.2. ANALISE GENETICA POR POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE

RESTRICAO (PCR-RFLP)

A genotipagem dos isolados de T. gondii obtidos de recém nascidos com
toxoplasmose congénita foi determinada pela analise de PCR-RFLP em onze
segmentos de DNA: SAG1, SAG2 (3'SAG2 e 5'SAG2), SAG2-alt SAG3, BTUB,

GRAG, c22-8, c29-2, L358, PK1, e APICO (Tabela 1), segundo Su et al. (2009).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 10uL,

contendo 2uL de Tampéo 5X green (Promega), 25mM de MgCl,, 2,5mM de
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cada deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/ACTP, Invitrogen), 5u/uL de Taq
DNA polimerase (Promega), 5pmol de cada iniciador e 1uL de DNA molde. Um
controle negativo, sem DNA, foi incluido em cada reag&o. O primeiro passo da
amplificagéo consistiu de quatro minutos de desnaturacdo a 95°C. Esse passo
foi seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 60°C por 60 segundos, e extensdo a 72°C por 90 segundos. O passo de

extens&o no ciclo final foi estendido para cinco minutos. Os produtos da PCR

foram visualizados em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata.

Os produtos amplificados foram digeridos utilizando-se as endonucleases de
restricdo apropriadas segundo Su et al. (2009). As digestbes foram realizadas
em um volume final de 10uL, contendo 3uL do produto da PCR, 1uL do tampéo
correspondente e 2,5U (0,25uL) da enzima, a 37°C, por trés horas, segundo o
protocolo do fabricante. O DNA dos produtos digeridos foi purificado por
extragdo com igual volume de fenol/cloroférmio (1:1), submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata e fotografado. As
cepas RH (tipo 1), ME49 (tipo Il) e VEG (tipo Ill) foram utilizadas como controle

dos experimentos (Fux et al. 2003).
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4.7. ANALISE DOS RESULTADOS

Foi realizada a tabulagdo cruzada, por meio de uma tabela 2x2, entre os
diferentes testes utilizados (nested PCR- B1, bioensaio) e determinagéo dos
indices de sensibilidade relativa e especificidade relativa, razdo de
verossimilhanga para o teste positivo, razdo de verossimilhanca para o teste
negativo e o indice kappa. A persisténcia de IgG anti- T. gondii ap6s 12 meses

de vida foi utilizada como teste de referéncia.

Foi construido um banco de dados utilizando o software Microsoft Excel®, que
foi utilizado como suporte ao estudo. No banco de dados foi possivel consultar
os resultados da sorologia, exames clinicos (oftalmolégicos, neurolégicos e
auditivos) e dados pessoais (idade, local de nascimento) de cada crianca
visando andlise estatistica usando o programa OpenEpi 2.3. Para isto foram
calculadas as frequéncias dos sinais clinicos nos recém nascidos e
comparadas com os resultados dos testes de diagnoéstico utilizando-se o teste
de Fischer, teste G (Willians) e o teste do qui-quadrado com correcdo de Yates

usando o valor de p bilateral.

Para a caracterizacdo genotipica, foram analisados os perfis de bandas
encontrados na digestdo utilizando-se as endonucleases de restricdo e

comparados com os perfis de cepas de referéncia (Su et al. 2009).

Para a realizagédo da analise filogenética, os padrdes de bandas da eletroforese

(dados genotipicos de polimorfismos de restricdo) obtidas pelos cortes das
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enzimas na RFLP-PCR dos isolados foram transformados em dados binarios
(“0”, auséncia de banda; “1”, presen¢a de banda) e tabulados, de acordo com o
marcador, em programa especifico de reconstru¢do filogenética, SplitsTree
(Huson & Bryant, 2006), a fim de se obter a relagdo filogenética entre os
gendtipos obtidos no estudo e os j& isolados no Brasil, descritos por Pena et al.

(2008)
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Tabela 1. Segmentos de DNA utilizados na andlise de RFLP, com os
iniciadores para amplificacéo e as endonucleases de restricdo de polimorfismo.

Marcader Cromossomo

Iniciadores

PCR (pb) Endonucleases derestrigio

Referéncia

SAGT

55452

FEAG2

SAGE

BTUE

GRAG

C22-8

C29-2

L3558

PK1

SAGZ-new

Aplco

Rl

Rl

Rl

Xl

Wl

Rl

Plastid

(F) CAATGTGCACCTGTAGGAAGC
(R) GTGGTTCTCCGTCGETGTGAG

(F) GARATGTTTCAGGTTGCTGEE
(R) GCAAGAGCGAACTTGAACAC

(F) ATTCTCATGCCTCCGCTIC
(R) AACGTTTCACGAAGGCACAC

(F) TCTTGTCGGEGETGTTCACTCA
(R) CACAAGGAGACCGAGAAGGA

(F) GAGGTCATCTCGGACGAACA
(R) TTGTAGGAACACCCGGACGT

(P TTITCCGAGCAGGTGACCT
(R) TCGCUGAAGAGTTGACATAG

(F) TCTCTCTACGTGGACGCC
(R) AGGTGCTTGGATATTCGE

(F) AGTTCTGCAGAGTGTCGE
(R) TGTCTAGGAAAGAGGCGC

(F) AGGAGGCGTAGCGCAAGT
(R) CCCTCTGGCTECAGTGCT

(F) CGCAAAGGGAGACAATCAGT
(R) TCATCGCTGAATCTCATTGE

(F) TGCAAATTCTTGAATTCTCAGTT
(R) ATTTCGACCAGCGGGAGCAL

(F) GCAAATTCTTGAATTCTCAGTT
(R) GGGATTCGAACCCTTGATA

390

242

222

228

4N

344

521

445

415

903

Sausbl + Haell

Mbol

Hhal

Meil

BsiEl + Tagl

Mzel

BsrmaAl + Mbaoll

HpyCH4Y + Rsal

Haelll + Nlalll

Ay al+Rsal

Hinfl+Tag|

Aflll+D del

Grigg et al. 2001

Howe et al. 1997; Su et al. 2006

Howe et al. 1997

Grigg et al. 2001

lhan et al. 2008b; Su et al. 2008

Khan et al. 2005b; Su et al. 2006

Khar et al. 2005b; Su et al. 2006

Khan et al. 2005b; Su et al. 2006

Khan et al. 2005b; Su et al. 2006

Khan et al. 2005b; Su et al. 2006

Khan et al. 2005b; Su et al. 2006

Suet al 2006

Iniciadores forward (F) e reverse (R) indicam as extremidades 5’ e 3’, respectivamente.
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5. RESULTADOS

5.1. DETECGAO DE Toxoplasma gondii EM SANGUE DE RECEM NASCIDOS PELA PCR

A presenca do T. gondii no sangue dos recém nascidos foi confirmada pela
amplificacédo por nested PCR do gene repetitivo e conservado B1 (PCR — B1l).
Foi efetuada a tentativa de amplificagdo génica do gene B1 nas 220 amostras
verificando-se um total de 64 criancas (29,1%) positivas. A figura 2 apresenta
resultados representativos obtidos através da Nested-PCR. Todos o0s

resultados da Nested-PCR do gene B1 estdo apresentados em ANEXOS.

100pb

100pb

100pb

100pb

Figura 2. Nested PCR do gene B1. Pacientes 01 a 43. CN: controle negativo;
DNA extraido de sangue de paciente ndo infectado com toxoplasmose. RH:
controle positivo; DNA extraido de sangue negativo para a toxoplasmose
adicionado de 100 taquizoitos/mL da cepa RH. ME49: controle positivo; DNA
extraido de taquizoitos da cepa ME49.
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A tabela 2 mostra os resultados da avaliagdo da sensibilidade, especificidade,
razdo de verossimilhanca, e indice Kappa da PCR-B1 utilizando como teste

referéncia a persisténcia de IgG anti — T. gondii apds o0 12° més de vida.

A reprodutibilidade da PCR-B1 foi avaliada em ensaio mascarado.
Aproximadamente 10% das amostras foram testadas observando-se uma boa

reprodutibilidade (79,1%).

Tabela 2. Avaliagdo da sensibilidade, especificidade, raz&o de verossimilhanca,
e indice Kappa da PCR-BL1 utilizando como teste referéncia a persisténcia de
IgG anti — T. gondii ap6s 0 12° més de vida.

Teste Referéncia:
IgG ap6s 12 meses de vida

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
pcR.p1 POSITIVO 56 (VP) 08 (FP) 64
NEGATIVO 122 (FN) 34 (VN) 156
TOTAL 178 42 220

VP - verdadeiro positivo, FP —falso positivo, VN — verdadeiro negativo, FN — falso negativo
Sensibilidade relativa = 31,46 %

Especificidade relativa = 80,95 %

Razéo de Verossimilhanga para o Teste Positivo = 1,65

Razéo de Verossimilhanga para o Teste Negativo = 0,85

Kappa = 0,06 (concordancia fraca)

As tabelas 3, 4 e 5 apresentam a distribuicdo dos casos positivos de acordo
com o diagnéstico molecular para o gene B1 utilizando o sangue periférico dos

recém nascidos considerados positivos pela persisténcia de IgG anti- T. gondii

apds 12 meses de vida. O resultado do diagndéstico molecular foi associado as
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formas clinicas da doenca: comprometimento oftalmoldgico, déficit auditivo e

calcificacbes cerebrais.

Dentre as 177 criangas com persisténcia de 1gG que passaram por avaliagao
oftalmoldgica, 132 apresentaram algum tipo de lesdo ocular resultante da
infeccao transplacentaria por T. gondii. Destas observa-se 39 casos (29,5%)
com diagnéstico molecular positivo. Entre as 45 criangas sem lesdo ocular,
foram observados 11 casos (24,5%) com a PCR-B1 positiva, p= 0,7723 (Tabela

3).

Em relagdo a avaliagdo auditiva, 93 recém nascidos foram avaliados sendo que
32,3% (30) apresentaram déficit auditivo. Desses apenas 9 foram

diagnosticados como positivos através das PCR -B1, p=0,8140 (Tabela 4).

A tabela 5 apresenta os resultados do diagnostico molecular comparados com
0s obtidos pela avaliacdo neurolégica das criancas consideradas positivas pela
sorologia. Foram avaliadas 158 criangcas e 20 demonstraram ter calcificacoes
cerebrais. De acordo com a PCR-B1, em 4 desses pacientes com alteragdes, o

DNA do T. gondii foi detectado no sangue circulante (p= 0,3467).

Nenhuma relagcdo entre os resultados do diagnéstico molecular e aspectos

clinicos da toxoplasmose congénita demonstrou ser significativa.
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Tabela 3. Associacdo entre o resultado da PCR-B1 (diagndstico molecular) e
presenca ou auséncia de leséo ocular (p=0,7725).

LESAO OFTALMOLOGICA

SL RA+RC+RAC TOTAL
PCR-B1 POSITIVO 15 39 54
NEGATIVO 30 93 123
TOTAL 45 132 177

SL - Sem lesdo ocular, RA — retinocoroidite com lesdo ativa, RC - retinocoroidite com lesédo
cicatrizada, RAC - retinocoroidite com lesado ativa e cicatrizada.

Tabela 4. Associacdo entre o resultado da PCR-B1 (diagndstico molecular) e
presenca ou auséncia de déficit auditivo (p=0,8140).

DEFICIT AUDITIVO

PRESENTE AUSENTE TOTAL
PCR-B1 POSITIVO 9 22 31
NEGATIVO 21 41 62
TOTAL 30 63 93

Tabela 5. Associacdo entre o resultado da PCR-B1 (diagndstico molecular) e
presenca ou auséncia de calcificagcdes cerebrais (p= 0,3467).

CALCIFICACOES

CEREBRAIS
PRESENTE AUSENTE TOTAL
PCR-B1 POSITIVO 4 46 50
NEGATIVO 16 92 108
TOTAL 20 138 158
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5.2. ISOLAMENTO DO T. gondii POR BIOENSAIO

Através do bioensaio foram obtidos 27 isolados de T. gondii, o que evidenciou
alta parasitemia em 12,3% das 220 criangas avaliadas. Se considerarmos
apenas as 178 criancas com toxoplasmose congénita confirmada pela
persisténcia de IgG anti—T. gondii apds o 12° més de vida, a parasitemia foi
envidenciada em 15,2% das criangas infectadas. Os isolados foram nomeados,
segundo normas definidas previamente no “Toxoplasma Centennial Congress”
(Buzios, RJ, 2009) como TgCTBr 1 a 27 (TgCTBr = T. gondii - “Congenital
Toxoplamosis” - Brasil”) seguindo a ordem cronolégica em que se efetuou o

isolamento.

A tabela 6 mostra os resultados da avaliagdo da sensibilidade, especificidade,
razdo de verossimilhanca, e indice Kappa do bioensaio utilizando como teste

referéncia a persisténcia de IgG anti-T. gondii apds 0 12° més de vida.

Quando é feita a combinacdo dos resultados do bioensaio com os do
diagnéstico molecular (PCR-B1) a sensibilidade obtida aumenta para 41,6%,
com especificidade proxima a 81% (Tabela 7). Entretanto a concordancia entre
os dois testes associados e a persisténcia de IgG apés 12 meses de vida foi

fraca (Kappa= 0,12).

Os 27 recém nascidos dos quais o T. gondii foi isolado s&o provenientes de
diferentes mesorregibes do Estado de Minas Gerais. Esta distribuicdo dos

isolados esta apresentada na figura 3, sendo 1 crianca procedente da Central
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Mineira, 3 da Metropolitana de Belo Horizonte, 3 do Oeste de Minas, 3 do

Sul/Sudoeste de Minas, 3 do Triangulo Mineiro e Alto do Paranaiba, 2 do Vale

do Rio Doce, 3 da Zona da Mata, 3 do Jequitinhonha, 2 do Noroeste de Minas

e 3 do Norte de Minas. Nas mesorregibes Vale do Mucuri e Campo das

Vertentes nao foram obtidos isolados.

Tabela 6. Avaliacdo da sensibilidade, especificidade, razéo de verossimilhanca,
e indice Kappa do bioensaio utilizando como teste referéncia a persisténcia de

IgG anti-T. gondii ap6s o0 12° més de vida.

Teste Referéncia:
IgG ap6s 12 meses de vida

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Bioensaio POSITIVO 27 (VP) 0 (FP) 27
NEGATIVO 151 (FN) 42 (VN) 193
TOTAL 178 42 220

VP - verdadeiro positivo, FP —falso positivo, VN — verdadeiro negativo, FN — falso negativo

Sensibilidade relativa = 15,17%

Especificidade relativa = 100%

Razéo de Verossimilhanga para o Teste Positivo = «
Razéo de Verossimilhanga para o Teste Negativo = 0,85%

Kappa = 0,06 (concordancia fraca)
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Tabela 7. Avaliacdo da sensibilidade, especificidade, razdo de verossimilhanca,
e indice Kappa do bioensaio e/ou PCR-B1 utilizando como teste referéncia a
persisténcia de 1gG anti-T. gondii apds 0 12° més de vida.

Teste Referéncia:
IgG ap6s 12meses de vida

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Bioensaio
oy PR POSITIVO 74 (VP) 08 (FP) 82
B1 NEGATIVO 104 (EN) 34 (VN) 138
TOTAL 178 42 220

VP - verdadeiro positivo, FP —falso positivo, VN — verdadeiro negativo, FN — falso negativo
Sensibilidade relativa = 41,57%

Especificidade relativa = 80,95%

Razéo de Verossimilhanga para o Teste Positivo = 2,18

Razéo de Verossimilhanga para o Teste Negativo = 0,72

Kappa = 0,12 (concordancia fraca)

70



_____________________________ == RESULTADOS
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Figura 3. Localizagdo da origem dos isolados de T. gondii provenientes de
recém nascidos nas doze mesorregibes em Minas Gerais. * isolados de T.
gondii
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A tabela 8 apresenta a idade média das criangas ao realizar a coleta de sangue
para o bioensaio, variando entre 31 e 86 dias, a média de idade foi de 59 (+/-
14) dias. Apresenta ainda a mesorregido de origem, sexo e presenca de sinais
clinicos compativeis com toxoplasmose. Dos 27 isolados, 70,4% foram obtidos

do sangue periférico de recém nascidos do sexo masculino.

Em relacdo aos aspectos clinicos, 7 isolados vieram de pacientes que nao
apresentavam retinocoroidite, 5 de pacientes com lesdo cicatrizada, 2 de
pacientes com lesdo ativa e os demais 13 de pacientes com leséo

ativa/cicatrizada concomitantemente.

A avaliacdo auditiva foi realizada em apenas 12 recém nascidos dos quais
foram isolados o T. gondii. A metade dessas criangas avaliadas apresentava
défict auditivo. Calcificagbes cerebrais foram identificadas em 3 das 26 criancas

avaliadas.
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Tabela 8. Isolados de Toxoplasma gondii de acordo com as caracteristicas dos recém-nascidos de onde foram obtidos o sangue
periférico para 0 isolamento.

ISOLADOS  SEXODOPACIENTE IDADEDO MESORREGIAQ LESAQ DEFICIT  CALCIFICAQOES
PACIENTE OFTAMOLOGICA  AUDITIVO CEREBRAIS

TgCTBr 1 Masculino 45 dias Zona da Mata RC -

TgCTBr2 Masculino 62 dias Norte de Minas RAC NR

TgCTBr 3 Masculino 52 dias Vale do Jequitinhonha SL

TgCTBr4 Masculino 31 dias Central Mingira RAC

TgCTBr5 Feminino 31 dias Oeste de Minas S

TCTBr6 Feminino 40 dias Noroeste de Minas S +

TgCTBr7 Feminino 43dias  Triéngulo Mineiro/ Alto do Paranaiba RAC t

TgCTBr 8 Masculino 41digs  Tridngulo Mineiro / Alto do Paranaiba RAC t -

TgCTBr 9 Feminino 51 dias Vale doRio Doce RAC NR +

TgCTBr 10 Masculino 44 dias Vale doRio Doce RA NR -

TgCTBr 11 Masculino 18 dias Metropolitana de Belo Horizonte RA NR NR

TgCTBr 12 Masculino 61 dias Metropolitana de Belo Horizonte RAC NR +

TgCTBr 13 Feminino 64 dias Sulf Sudoeste de Minas S NR

TgCTBr 14 Masculino 63 dias Noroeste de Minas RAC NR

TgCTBr 15 Masculino 86 dias Oeste de Minas RC NR

TgCTBr 16 Masculino 60 dias Norte de Minas RC NR

TgCTBr 17 Masculino 73 dias Zona da Mata RAC NR

TgCTBr 18 Masculino 61 dias Vale do Jequitinhonha S NR

TgCTBr 19 Feminino 56 dias Metropolitana de Belo Horizonte S NR

TgCTBr 20 Feminino 13 dias Sulf Sudoeste de Minas RC t -

TgCTBr21 Masculino 63 dias Metropolitana de Belo Horizonte RAC +

TgCTBr 22 Feminino 69 dias Vale do Jeguitinhonha RAC t

TgCTBr 23 Masculino 65 dias Norte de Minas RAC +

TgCTBr 24 Masculino 73 dias Oeste de Minas RC -

TgCTBr 25 Masculino 64 dias Zona da Mata RAC NR

TgCTBr 26 Masculino 67 dias Sulf Sudoeste de Minas RAC NR

TgCTBr 27 Masculino 80dias  Tridngulo Mineiro/ Alto do Paranaiba *SL NR

SL - sem lesdo oftamoldgica, RA - retinocoroidite com leséo ativa, RC - retinocoroidite com leséo cicatrizada, RAC - retinocoroidite com leséo ativa e

cicatrizada, * tem lesdo ocular grave, mas no Retinocoroidite; +: presente; - ausente; NR: ndo realizado
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A tabela 9 apresenta a distribuicdo dos casos de isolamento positivo em
relacdo a ocorréncia ou ndo de lesdo ocular nas 178 criangas com
toxoplasmose congénita. Entre as 132 criancas com lesdo ocular, foram
observados 20 casos (14,5%) com bioensaio positivo. Entre 46 criangas sem
lesé@o ocular, foram observados sete casos (15,2%) com bioensaio positivo (p=

0.4099).

Em relacdo ao déficit auditivo, apenas 93 recém nascidos infectados foram
avaliados. Os 12 isolados obtidos séo provenientes de 6 pacientes com
audicdo normal e 6 que apresentaram algum tipo de perda auditiva. Em vinte
quatro pacientes que apresentaram déficit auditivo, o bioensaio em

camundongos foi negativo, p=0,1411 (Tabela 10).

Cento e cinquenta e oito pacientes com toxoplasmose congénita foram
submetidos a avaliagdes neuroldgicas (calcificacdes cerebrais). O isolamento
do T. gondii foi obtido em 24 destas criangas sendo que a quase a totalidade
dos isolados (23) séo provenientes de criangas sem calcificacbes cerebrais.
Dos 20 recém nascidos com calcificagdes cerebrais, apenas 1 teve resultado

positivo na bioprova, p=0,1513 (Tabela 11).

N&o foi observada nenhuma relagdo significatica entre os resultados do

isolamento por bioensaio e sinais clinicos da toxoplasmose congénita.

Dentre 27 os isolados, apenas um foi obtido simultaneamente dos dois

camundongos utilizados no experimento de bioensaio. Nos demais, apenas um
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dos camundongos foi infectado. Durante a manutengéo do isolado TgCTBr 6,
os camundongos inoculados com cistos via oral ndo se infectaram e como 0s
taquizoitos desse isolado ainda ndo haviam sido criopreservados, esse isolado

foi perdido.
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Tabela 9. Associagéo entre isolamento do Toxoplasma gondii por bioensaio e
presenca ou auséncia de lesdo oftalmolégica (p= 0.4099)

LESAO OFTALMOLOGICA

SL RA+RC+RAC TOTAL
ISOLAMENTO  POSITIVO 7 20 27
(Bioensaio)
NEGATIVO 39 112 151
TOTAL 46 132 178

SL - Sem leséo oftalmoldgica, RA — retinocoroidite com leséo ativa, RC - retinocoroidite com
lesdo cicatrizada, RAC - retinocoroidite com lesdo ativa e cicatrizada

Tabela 10. Associacao entre isolamento do Toxoplasma gondii por bioensaio e
presenca ou auséncia de déficit auditivo (p=0,1411).

DEFICIT AUDITIVO

POSITIVO NEGATIVO TOTAL

ISOLAMENTO  POSITIVO 6 6 12
(Bioensaio)

NEGATIVO 24 57 81

TOTAL 30 63 93

Tabela 11. Associacao entre isolamento do Toxoplasma gondii por bioensaio e
presenca ou auséncia de calcificagdes cerebrais (p=0,1513).

CALCIFICACOES
CEREBRAIS

POSITIVO NEGATIVO TOTAL

1 23 24
ISOLAMENTO  55111v0
(Bioensaio)
NEGATIVO 19 115 134
TOTAL 20 138 158

76



5.3. DETERMINACAO DA VIRULENCIA DE ISOLADOS DE TOXOPLASMA GONDII

Inicialmente apresentamos os resultados de viruléncia com duas cepas padrao:
RH e ME49. A cepa RH ¢é virulenta para camundongos em todos os inéculos,
com a morte dos animais ocorrendo 5-10 dias ap6s a infeccdo. Como mostra a
Figura 6, as infeccdes com a cepa RH resultaram em 100% de mortalidade dos
animais. A cepa ME49 é considerada avirulenta para camundongos nos
indculos realizados, pois todos 0os animais sobreviveram ap6s o periodo de 30
dias de observacdo (Figura 4) sendo que o exame do cérebro desses

camundongos revelou a presenga de cistos cerebrais, confirmando a infec¢éo

por T. gondii.

Os resultados de viruléncia dos novos isolados foram comparados com a
mortalidade dose-dependente da cepa RH (virulenta) e da cepa ME49
(avirulenta). De acordo com os critérios estabelecidos no item Material e
Métodos, foi possivel agrupar os isolados em uma das trés categorias pré
estabelecidas: isolados avirulentos, isolados com viruléncia intermediaria e

isolados virulentos.

Os resultados revelaram uma predominancia de isolados apresentando um
fendtipo de viruléncia intermediario em relagédo aos fenotipos observados para
as cepas referéncias (RH e ME49). Dos 26 isolados testados, 14 (TgCTBr2,
TgCTBr7, TgCTBr12, TgCTBri14, TgCTBrl15, TgCTBrl1l6, TgCTBr18, TgCTBrl19,
TgCTBr20, TgCTBr21, TgCTBr22, TgCTBr24, TgCTBr26, TgCTBr27) foram

caracterizados como de viruléncia intermediaria sendo que a letalidade foi
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dependente da carga parasitaria do inoculo (Figura 5). Dez isolados (TgCTBr1,
TgCTBr3, TgCTBr4, TgCTBr8, TgCTBr9, TgCTBrll1l, TgCTBr13, TgCTBri7,
TgCTBr23, TgCTBr25) foram caracterizados como virulentos (Figura 6), pois
apresentaram LDjqo igual a 1 taquizoito resultando em 100% de mortalidade
dos animais. Apenas 2 isolados (TgCTBr5, TgCTBr10), foram caracterizados
como avirulentos por apresentaram um comportamento semelhante ao da cepa
ME49 (Figura 4). Esses isolados néo foram virulentas para camundongos nos
in6culos avaliados, pois todos os animais sobreviveram apés o periodo de 30
dias de observagcdo. A classificagdo final de viruléncia dos isolados €

apresentada na tabela 12.
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Figura 4. Mortalidade acumulativa em camundongos fémeas BALB/c
inoculados pela via intraperitoneal com diferentes doses de taquizoitos dos

isolados classificados como avirulentos: ME49 (cepa padrdo), TgCTBr5 e
TgCTBr10 do Toxoplasma gondii.
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Figura 5. Mortalidade acumulativa em camundongos fémeas BALB/c
inoculados pela via intraperitoneal com diferentes doses de taquizoitos dos
isolados classificados como de viruléncia intermediaria: TgCTBr2, TgCTBr7,
TgCTBr12, TgCTBr14, TgCTBrl5, TgCTBr16, TgCTBr18, TgCTBrl9,
TgCTBr20, TgCTBr21, TgCTBr22, TgCTBr24, TgCTBr26, TgCTBr27 do
Toxoplasma gondii.
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Figura 6. Mortalidade acumulativa em camundongos fémeas BALB/c
inoculados pela via intraperitoneal com diferentes doses de taquizoitos dos
isolados classificados como virulentos: RH (cepa padréo), TgCTBr1, TgCTBr3,
TgCTBr4, TgCTBr8, TgCTBr9, TgCTBr11, TgCTBrl13, TgCTBrl17, TgCTBr23,
TgCTBr25 do Toxoplasma gondii.
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Tabela 12. Classificagcdo da viruléncia dos isolados de T. gondii em
camundongos BALBI/c.

Isolados 10°taq. 10°taq. 10%taq. 10°taq. Classificac&o
RH 53/5° 5/5 5/5 5/5 Virulento
MEA49 0/4 0/5 0/5 0/5 Avirulento
TgCTBr1 5/5 5/5 4/4 3/3 Virulento
TgCTBr2 5/5 3/5 1/5 0/3 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr3 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento
TgCTBr4 5/5 5/5 5/5 212 Virulento
TgCTBr5 0/5 0/5 0/5 0/4 Avirulento
TgCTBr7 5/5 4/4 5/5 4/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr8 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento
TgCTBr9 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento
TgCTBri10 0/5 0/4 0/5 0/2 Avirulento
TgCTBrl11 5/5 5/5 5/5 1/1 Virulento
TgCTBri2 4/5 5/5 3/5 1/3 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr13 5/5 5/5 5/5 5/5 Virulento
TgCTBri14 4/4 2/5 3/5 3/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBri15 5/5 5/5 5/5 3/5 Viruléncia intermediaria
TgCTBri16 5/5 4/5 3/4 2/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr17 4/4 5/5 5/5 3/3 Virulento
TgCTBri18 5/5 2/3 NR 2/4 Viruléncia Intermediaria
TgCTBri19 5/5 5/5 4/4 2/4 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr20 5/5 4/5 0/5 1/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr21 5/5 2/3 2/4 2/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr22 5/5 5/5 4/4 4/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr23 5/5 4/4 5/5 5/5 Virulento
TgCTBr24 5/5 5/5 4/5 3/4 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr25 5/5 5/5 5/5 3/3 Virulento
TgCTBr26 5/5 Ya 2/4 1/5 Viruléncia Intermediaria
TgCTBr27 4/5 5/5 3/5 2/5 Viruléncia Intermediaria

®NUmero de camundongos fémeas BALB/c que morreram. ° nimero total de camundongos
infectados para cada in6culo. NR: ndo realizado.
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A tabela 13 correlaciona a caracterizagdo da viruléncia dos isolados de T.
gondii com a presencga ou auséncia de lesdo ocular no recém nascido do qual
ele foi obtido. Dos dez isolados caracterizados como virulentos, oito (80%)
foram obtidos de recém nascidos apresentando retinocoroidite. No caso dos 14
isolados de viruléncia intermediaria, onze (79%) foram obtidos de recém
nascidos com retinocoroidite. Um isolado avirulento foi obtido de um recém
nascido que apresentava retinocoroidite e o outro de um recém nascido sem

lesao.

A associagao da viruléncia dos isolados com a presenca de déficit auditivo esta
demonstrada na tabela 14. Dos cinco isolados obtidos de criancas
diagnosticadas com algum tipo de déficit auditivo, nenhum foi classificado como
avirulento, dois foram considerados virulentos e trés de viruléncia intermediaria.
Os 6 isolados originarios de criangas com audicdo normal demonstraram
diferentes graus de viruléncia, sendo que 84% desses foram classificados

como virulentos ou de viruléncia intermediaria.

A associagao entre a viruléncia e presenca de calcificagdes cerebrais nos
pacientes de onde foi isolado o T. gondii estd demonstrada na tabela 15. A
maioria dos isolados (22/25 - 88%) foram encontrados em criangas que nao
apresentaram calcificagbes cerebrais. N&o foram observadas associagdes
significativas entre os sinais clinicos da toxoplasmose congénita e a virulénica

dos isolados.
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Tabela 13. Associagdo entre a viruléncia dos isolados de T. gondii em
camundongos e presenca ou auséncia de leséo oftalmolégica em criangas com
toxoplasmose congénita (G= 0,6121; p = 0,7363).

LESAO
OFTALMOLOGICA

SL RA+RC+RAC TOTAL
. VIRULENTO 2 8 10
VIRULENCIA
DO ISOLADO VIRULENCIA
INTERMEDIARIA 3 11 14
AVIRULENTO 1 1 2
TOTAL 6 20 26

SL - Sem leséo oftalmoldgica, RA — retinocoroidite com leséo ativa, RC - retinocoroidite com
lesédo cicatrizada, RAC - retinocoroidite com lesao ativa e cicatrizada

Tabela 14. Associagdo entre a viruléncia dos isolados de T. gondii em
camundongos e presenga ou auséncia de déficit auditivo em criancas com
toxoplasmose congénita (G= 1,2758; p = 0,5284)

DEFICIT AUDITIVO

PRESENTE  AUSENTE TOTAL

R VIRULENTO 2 3 5
VIRULENCIA
DO ISOLADO VIRULENQIA
INTERMEDIARIA 3 2 5
AVIRULENTO 0 1 1
5 6 11
TOTAL
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Tabela 15. Associagdo entre a viruléncia dos isolados de T. gondii em
camundongos e presenga ou auséncia de calcificagdes cerebrais em criangas
com toxoplasmose congénita (G= 0,1444; p = 0,9304)

CALCIFICACOES
CEREBRAIS

PRESENTE  AUSENTE TOTAL

. VIRULENTO 1 7 8
VIRULENCIA
DO ISOLADO VIRULENCIA
INTERMEDIARIA 2 14 16
AVIRULENTO 0 1 1
TOTAL 3 22 25
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5.4. CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE ISOLADOS DE T. GONDII OBTIDOS DE RECEM
NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA POR POLIMORFISMO POR TAMANHO DE

FRAGMENTO DE RESTRICAO (PCR-RFLP)

Dos 27 isolados obtidos por bioensaio realizado com sangue periférico de
recém nascidos, 25 foram genotipados. N&o foi possivel realizar a genotipagem
completa em uma amostra (TgCTBrl6) pela ocorréncia de produtos de
digestdo extremamente polimérficos além da ndo amplificacdo para alguns

marcadores. O isolado TgCTBr6 foi perdido antes da obtengéo de DNA.

Os resultados obtidos pela genotipagem dos 25 isolados de T. gondii com os
11 marcadores - SAG1, SAG2 (3'SAG2 e 5'SAG2), SAG3, BTUB, GRA6, c22-
8, €29-2, L358, PK1, SAG2-alt e APICO — estdo apresentados nas figuras 1 a

12 do anexo 4 e sumarizados na tabela 16.

A tabela 17 apresenta os isolados agrupados de acordo com 0s genoétipos
identificados, além de apresentar a mesorregido de origem, a apresentacao
clinica no recém nascido e a viruléncia em camundongos. N&o foi observada
nenhuma associagdo entre os genotipos e as localidades de origem dos
isolados. Em relagdo a viruléncia em camundongos, mesmos genotipos

apresentaram graus semelhantes de viruléncia.

Observou-se uma alta variabilidade genotipica nos isolados obtidos dos recém
nascidos, sendo identificados quatorze gendtipos diferentes (#1-14) e um

isolado (TgCTBr19) com infecgdo mista onde foi observada uma mistura de 2
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alelos em quatro locus: 5+ 3" SAG2 (genotipos | e Ill), SAG2 new (gendtipos |

e Ill), BTUB (gendtipos | e Ill) e c29-2 (gendtipos | e llI).

Nao foi encontrado nenhum gendtipo clonal (Tipo I, Il ou Ill) nos isolados
estudados. Dos quatorze gendtipos encontrados, doze (#3-14) sé&o
considerados atipicos, e outros dois (#1 e #2) comuns no Brasil. I[dentificamos
a presenca dos gendtipos Brll (1 amostra) e Brlll (7 amostras) nos nossos

isolados.

Dos 25 genotipos identificados pela PCR-RFLP, treze s@o caracterizados por
dois ou mais isolados (#1-5) enquanto os outros doze gendtipos tiveram

apenas um isolado de cada (#6-18).

O gendtipo #1 (tipo Brll) corresponde a 7 isolados provenientes de diferentes
mesorregides do Estado (Triangulo Mineiro e Alto do Paranaiba: TgTCBr 8 e
TgTCBr27, Metropolitana de Belo Horizonte: TgCTBrl11l, Noroeste de Minas:
TgCTBr13, Norte de Minas: TgCTBr2, Sul/ Sudoeste de Minas: TgCTBr20,
Vale do Rio Doce: TgCTBr9) (Tabela 17). Em relacdo a viruléncia em
camundongos, 3 isolados tipo Brll foram classificados como virulentos e 4 de

viruléncia intermediaria.

O genotipo #2 (tipo Brlll) foi identificado em apenas um isolado originario do
Oeste de Minas. Esse isolado (TgCTBr5) se mostrou avirulento pois nao foi
observada nenhuma morte nos camundongos infectados. Este isolado foi

obtido de crianga sem nenhum dos trés sinais clinicos analisados.
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O gendtipo #3 corresponde a trés isolados, sendo dois da Zona da Mata
(TgCTBr1 e TgCTBr25) e um (TgCTBr3) do Vale do Jequitinhonha. Todos os

isolados foram considerados virulentos para camundongos.

Dois isolados (TgCTBr15 e TgCTBr23) identificados como gendtipos #4 foram
isolados de pacientes de Oeste e Norte de Minas respectivamente. Mesmo
com 0 mesmo genadtipo, estes isolados demonstraram ter diferentes graus de
viruléncia para camundongos, sendo um de viruléncia intermediéria e outro

virulento.

O gendtipo #5 também foi identificado em dois isolados de diferentes
mesorregides do Estado. TgCTBr4 e TgCTBrl7 foram isolados de recém
nascidos da Central Mineira e Zona da Mata respectivamente. Apesar de
origens diferentes, o comportamento desses isolados em camundongos foi
semelhante. Ambos obtiveram 100% de mortalidade em camundongos
infectados demonstrando que este genotipo pode ser considerado virulento

para camundongos.
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Tabela 16. Perfil genotipico e de viruléncia das amostras de T. gondii isolados em sangue periférico de recém nascidos de MG.

ISoLADOS MARCADORES GENETICOS VIRULENCIA TPOBR*  SEMELHANTE

CEPAS SAGL  5-3SAG2  SAGINew SAG3 BTUB GRAG 228  ¢202 138 PKL Apico

RHE8 | | | | | | | | | | | Virulento

ME49 [Fou Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Avirulento

VEG [Fou ll 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l Avirulento
TgCTBr 1 w1 | Il 1l 1l 1l Il 1l | 1l | Virulento - Unico
TgCTBr2 | | Il 1l 1l 1l | 1l | Il 1l Intermedidria BRII ToCatBrl
ToCTBr3 w1 | Il 1l 1l 1l Il 1l | 1l | Virulento - Unico
ToCTBr 4 | | Il 1l 1l 1l Il | | 1l | Virulento - Unico
ToCTBr5 | 1l 1l 1l 1l 1l Il 1l 1l 1l 1l Avirulento BRI ToCatBr3
ToCTBr7 | 1l 1l 1l | 1l | 1l 1l w1 1l Intermedidria - Unico
ToCTBr 8 | | Il 1l 1l 1l | 1l | Il 1l Virulento BRII ToCatBrl
ToCTBr 9 | | Il 1l 1l 1l | 1l | Il 1l Virulento BRII ToCatBrl
TCTBr10 1 | Ul Il | I I | | | | Avirulento - Unico
ToCTBr 1L | | Il 1l 1l 1l | 1l | Il 1l Virulento BRII ToCatBrl
TCTBri2 | Il Il Il Il Il I | | Il | Intermedidria - Unico
ToCTBr 13 | | Il 1l 1l 1l 1l | | 1l | Virulento - Unico
ToCTBr 14 | | Il 1l 1l 1l | 1l | Il 1l Intermedidria BRII ToCatBrl
TCTBri5 | | | Il | I | | | | | Intermedidria - Unico
ToCTBr 16 | Nd 1l nd 1l 1l Il nd nd nd 1l
ToCTBr 17 | | Il 1l 1l 1l Il | | 1l | Virulento - Unico
TCTBri8 1 | | Il | Il I | Il | Il Intermedidria - Unico
TgCTBr 19 | mix I mix /111 W mix e I mixiure | 1l Intermedidria - MISTA
TCTBr20 | | I Il Il Il | Il | I Il Intermedidria - Unico
TCTBr2L  wl | Il | 1l Il | | | | 1l Intermedidria BRII ToCatBrl
ToCTBr22  wl | Il 1l 1l 1l Il 1l | 1l 1l Intermedidria - Unico
TCTBr23 | | | Il | I | | | | | Virulento - Unico
ToCTBr2d | | | Il | Il | Il Il | Il Intermedidria - Unico
TCTBr2s  wl | Il 1l 1l 1l Il 1l | 1l | Virulento - Unico
ToCTBr26 | | | Il Il Il | Il | I Il Intermedidria - Unico
ToCTBr 27 | | Il 1l 1l 1l | 1l | Il 1l Intermedidria BRII ToCatBrl

Nd - ndo determinado; * Conforme classificacéo proposta por Pena et al. (2008).
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Tabela 17. Associacdo entre 0s gendtipos de isolados de Toxoplasma gondi com a mesorregido de origem, apresentacdo clinica
no recém nascido e viruléncia em camundongos.

SOLADOS MESORREGIAQ LESAQ DEFICIT CALCIFICAGOES VIRULENCIA GENOTIPO
OFTAMOLOGICA  AUDITIVO CEREBRAIS
. NR - Viruléncia
TgCTBr (2 Norte de Minas RAC S—
Trigngulo Mingiro / Ato do + . .
TgCTBr 08 —— RAC Virulenta
TgCTBr 09 Vale do Rio Doce RAC NR + Virulenta
' : HLBRII
ToCTRr 1 Metropollt_anade Belo RA NR NR Virtent (BRI
Horizonte
: NR - Viruléncia
TgCTBr 14 Noroeste de Minas RAC ntemedidia
. + - Viruléncia
TgCTBr 20 Sulf Sudoeste de Minas RC ntemedidia
Tridngulo Mineiro / Ato do NR - Viruléncia
TCTr 27 Paranaiba o intermedidria
TgCTBr 05 Oeste de Minas SL - - Avirulenta #2 (BRINN)
TgCTBr (1 Zona da Mata RC - - Virulenta ,
TgCTBr 03 Vale do Jequitinhonha SL - - Virulenta #3 (Unico)
TgCTBr 25 Zona da Mata RAC NR - Virulenta
. NR - Viruléncia
TgCTBr 15 Oeste de Minas RC ntemedidia 4 ((ricy)
TgCTBr 23 Norte de Minas RAC ¥ - Virulenta ,
TgCTBr 04 Central Mingira RAC - - Virulenta # (Unico)
TgCTBr 17 Zona da Mata RAC NR - Virulenta
Trigngulo Mineiro / Ato do ¥ - Viruléncia -
ToCTBr o7 Paranaiba RAC intermedidria i (L1Jn|co)
TgCTBr 10 Vale do Rio Doce RA NR - Avirulenta #7 (Unico)
TgCTBr 12 Metropollt_ana de Belo RAC NR + _ V|rulen_c,|a_ 48 (rico)
Horizonte intermediria
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TqCTBr 13
TqCTBr 18

TqCTBr 2L

TqCTBr 2
TqCTBr 24
TqCTBr 26

TqCTBr 19

Sull Sudoeste de Minas
Vale do Jequitinhonha

Metropolitana e Belo
Horizonte

Vale do Jequitinhonha
Oeste de Minas

Sull Sudoeste de Minas

Metropolitana de Belo
Horizonte

SL
SL

RAC

RAC

RC

RAC

SL

NR
NR

NR

NR

Virulenta
Viruléncia
intermediaria
Viruléncia
intermediaria
Viruléncia
intermediaria
Viruléncia
Intermediaria
Viruléncia
intermediaria

Viruléncia
intermediaria

# (Unico)
#10 (Unico)

#11 (Unico)
#12 (Unico)
#13 (Unico)

# 14 (Unico)

Mista

9
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Os gendtipos que apresentaram apenas um isolado em cada (#6 - #16) sédo
origindrios de seis mesorregibes do Estado (Triangulo Mineiro/ Alto do
Paranaiba: TgCTBr07; Sul/ Sudoeste de Minas: TgCTBr13 e TgCTBr26; Vale
do Jequitinhonha: TgCTBr1l8 e TgCTBr22; Metropolitana de Belo Horizonte:
TgCTBri2 e TgCTBr21; Vale do Rio Doce: TgCTBrl0; Oeste de Minas:
TgCTBr24). Todos esses gendtipos Unicos estavam associados ou a isolados

virulentas ou de viruléncia intermediaria.

Através de uma analise descritiva, ndo foi observada nenhuma associacéo
entre 0 genodtipo dos isolados e a forma clinica da doenga (Tabela 17). A
associacdo dos gendtipos dos isolados com a presenca de reticoroidite nos
recém nascidos de onde o T. gondii foi obtido demonstra uma grande variagao
genotipica dos parasitos. O gendtipo #1 (Brll) foi identificado em isolados de
pacientes que nao apresentavam lesdes oculares bem como nos que

apresentavam retinocoroidite ativa e/ ou cicatrizada.

Os genotipos encontrados nos pacientes sem lesdo foram #1, #2, #3, #9 e #10.
Nos recém nascidos que apresentavam retinocoroidite ativa observou-se dois
gendtipos #1 e #7, ja quando os isolados eram provenientes de pacientes com
lesdo cicatrizada, quatro gendtipos foram identificados (#1, #3, #4 e #13)

(Tabela 17).

Através da andlise genotipica dos isolados de recém nascidos diagnosticados

com lesdes ativas e cicatrizadas simultaneamente, observou-se o0 maior
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ndmero de gendtipos envolvidos. Os dez genoétipos encontrados foram #1, #3,

#4, #5, #6, #8, #11, #12, #14.

A relagéo filogenética dos 24 isolados de T. gondii provenientes de recém
nascidos (excluindo o isolado TgCTBr19 por ser proveniente de infecgdo mista)
foi analisada utilizando o software SplitsTree4 (Huson, 1998; Huson & Bryant,
2006). O resultado mostra mais uma vez a alta diversidade genética do T.
gondii no Brasil em casos congénitos humanos (Figura 7). A mesma
diversidade é observada ao se comparar os isolados obtido de recém nascidos
com os isolados associados a diferentes hospedeiros como gatos, caes,
suinos, caprinos, ovinos e galinhas de diferentes regides do territorio brasileiro

descritos por outros pesquisadores (Figura 8).
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Figura 7: Andlise filogenética dos isolados de T. gondii em sangue de recém nascidos de MG, com base em 11 marcadores genéticos.
Isolados obtidos neste estudo em destacue em vermelho.
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Figura 8: Andlise filogenética dos isolados de T. gondii obtidos no presente estudo, juntamente com os descritos por Dubey et al (2007), Pena
etal (2008), Dubey et al (2008), Silva et al (2011) e Frazdo-Teixeira et al (2011). Isolados obtidos neste estudo em destaque em vermelho.
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6. DIscussAo

6.1. DIAGNOSTICO MOLECULAR DO TOXOPLASMA GONDII (NESTED PCR DO GENE B1)

EM SANGUE DE RECEM NASCIDOS

Embora o diagnostico laboratorial convencional da toxoplasmose ainda se
baseie em parédmetros sorologicos como a presenca de IgM, IgA e IgG anti-T.
gondii e isolamento do parasito em camundongos ou cultura celular, a reacéo
em cadeia de polimerase (PCR) tem sido realizada desde a década de 90 com
0 objetivo de melhorar a sensibilidade do diagnostico, além de torna-lo mais
rapido e menos laborioso (Okay et al. 2009; Alfonso et al. 2009; Abdul-Ghani

2011).

A confirmacéo da fase aguda da toxoplasmose € de extrema importancia para
a definicdo do tipo de tratamento que o paciente recebera. Porém, apesar do
uso freqlente de testes imunolégicos para esta finalidade, a confirmacao
sorologica estéd longe de ser conclusiva. Em hospedeiros imunocompetentes
com toxoplasmose, a resposta de anticorpos IgM anti- T. gondii pode persistir
por varios anos (Bobic et al. 1991). Além disso, observa-se em alguns recém
nascidos e individuos imunossuprimidos, auséncia da producdo dessa
imunoglobulina gracas & imaturidade do sistema imune e queda da producéo
de células CD4+, respectivamente (Guy & Joynson 1995; Kompalic-Cristo et al.
2007). A sorologia positiva em casos de imunossupresséo ou de imaturidade
imunolégica (casos congénitos) se torna apenas um indicativo da infecgcédo

(Spalding et al. 2002).
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Atualmente, um dos métodos convencionais mais utilizados para a confirmacgao
da toxoplasmose congénita é a pesquisa continuada de anticorpos IgG anti-T.
gondii até 12 meses de vida (Pinon et al. 2001; Kompalic-Cristo et al, 2004;
Kompalic-Cristo et al, 2007; Andrade et al. 2008; Vasconcelos-Santos et al.
2009; Machado et al. 2010). Entretanto, alguns autores relatam que algumas
criangas tratadas continuamente com sulfadiazina e pirimetamina podem ter a
sintese desses anticorpos suprimida temporariamente possibilitando assim

possiveis resultados falso-negativos (Carvalheiro et al. 2005; Petersen 2007).

A deteccéo direta do T. gondii no sangue ou em outras amostras clinicas
confirmam a presencga do parasito que conduz ao diagnostico conclusivo da
toxoplasmose. A PCR realizada em fluidos corporais como sangue e liquido
amnidtico representa uma alternativa pouco invasiva de diagnostico da
infecgéo (Kompalic-Cristo et al. 2007; Wahab et al. 2010). A possibilidade de se
detectar o T. gondii em sangue humano atraves do diagndstico molecular j& foi

descrita por Ho-Yen et al. (1992).

No presente estudo a presenca do T. gondii no sangue periférico dos recém
nascidos foi confirmada pela amplificagdo por nested PCR do gene repetitivo e
conservado B1 (PCR - B1). A positividade encontrada através do diagnéstico
molecular nas criangcas foi de 29,1% sendo esse valor inferior aos 81%
(178/220) considerados positivos pela persisténcia de IgG ant-T. gondii apés o
12° més de vida. A PCR-B1 teve uma boa reprodutibilidade (79,1%) em 10%
das amostras testadas em duplicata, embora tenha apresentado fraca

concordancia com os resultados sorolégicos (Kappa=0,06).
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A técnica molecular utilizada demonstrou ser parcialmente especifica (80,95%)
e pouco sensivel (31,46%). Cento e vinte e dois recém nascidos com
persisténcia de IgG ap6s um ano de vida tiveram resultado negativo pela
nested-PCR. Outros pesquisadores também tém identificado resultados falso-
negativos e apresentam provaveis explicagbes para o0s resultados
discordantes. De acordo com Castro et al (2001) a sensibilidade da técnica em
amostras clinicas pode ser influenciada pela grande quantidade de células e de
DNA humano que podem interferir na reagdo. Os mesmos autores chamam a
atencdo para as porfirinas presentes em amostras que contenham sangue,

como fator inibitorio da Taq polimerase.

Diversos autores demonstram alta sensibilidade e especificidade para
marcadores que amplificam diferentes regides do gene B1 em diversos tipos de
amostras clinicas (Khalifa et al. 1994; Jones et al. 2000; Chabbert et al. 2004;
Colombo et al. 2005; Alfonso et al. 2009; Mesquita et al. 2010; Wahab et al.

2010).

Outros trabalhos associam a especificidade, sensibilidade e exatiddao do
diagndstico ao tamanho e & condigcdo das amostras biolégicas estudadas. A
quantidade de amostra analisada pode influenciar o resultado do diagnostico
molecular. Quanto menor a amostra, menor a carga parasitaria. Segundo
Montoya et al. (2009), uma possivel explicacdo para o baixo numero de
resultados positivos pela nested PCR seria o pequeno volume da amostra
analisada. No presente estudo, a extragdo de DNA foi realizada em

aproximadamente 300 pl de sangue periférico de cada recém nascido,
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conformo sugerido no kit Wizard (PROMEGA). Esta amostra pode néo ter sido
suficiente para conter a quantidade minima de taquizoitos detectavel devido ao

baixo nimero ou auséncia de parasitos circulantes nessas criangas.

O modo de extracdo do DNA também pode interferir na sensibilidade da reagéo
(Alfonso et al. 2009). No presente estudo, a extracdo de DNA aconteceu em
amostras de sangue, preservadas por congelamento, sendo que essa condigéo
pode ter alterado a sensibilidade da técnica utilizada. Segundo Colombo et al.
(2005) e Mesquita et al. (2010), para melhorar a sensibilidade da PCR, as
amostras de sangue devem ser processadas rapidamente (até 48 horas do

momento da coleta) com o objetivo de prevenir a inibicdo da Taq polimerase.

Além da presenca de inibidores da Taqg polimerase, outros autores sugerem
que os resultados falso-negativos podem ser explicados pela fase da coleta da
amostra, inicio do tratamento antes da coleta e a curta parasitemia (Spalding et
al. 2002). Em relacdo aos nossos resultados, as amostras clinicas utilizadas
foram coletadas antes do tratamento das criangas, descartando, portanto a
possibilidade de eliminagdo de possiveis parasitos presentes no sangue dos
bebés por esse motivo. Mesquita et al. (2010) sugerem que algumas amostras
clinicas podem apresentar baixos niveis de parasitos e estar associadas a
resultados falso-negativos. Além disso, segundo Ho-Yen et al. (1992), a
infeccdo por T. gondii em individuos imunocompetentes pode originar uma

parasitemia transitoria.
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A possibilidade dos iniciadores utilizados néo terem capacidade de amplificar o
gene B1 contido na amostra foi levantada por Castro et al. (2001). Entretanto
as sequéncias-alvo utilizadas neste estudo se baseiam nos resultados de Burg
et al. (1989) que demonstram alta sensibilidade da técnica sendo que a
amplificagédo do gene B1 permite identificar 1 parasito na presenga de 100000

leucéceitos humanos.

Outra hipotese possivel para explicar os resultados falso-negativos seria a
auséncia do gene B1 nos isolados de T. gondii avaliados (Castro et al. 2001).
Porém, mais uma vez, Burg et al. (1989) mostram alta especificidade do gene
B1 do T. gondii sendo uma regido conservada em todas as cepas testadas por

esses autores.

O resultado positvo da PCR pode ser um importante indicador da
toxoplasmose aguda, entretanto o resultado negativo, como os do presente
estudo, ndo exclui a infeccdo recente. Nossos resultados corroboram com
aqueles encontrados por Guy & Johnson (1995) e Romand et al. (2001) que
também concluem que a PCR negativa ndo pode ser utilizada para descartar a

infecgéo congénita

Das 42 criangas comprovadamente negativas pela auséncia de IgG anti-T.
gondii ap6s o primeiro ano de vida, oito apresentaram PCR positiva
(especificidade de 80,95%). Corroborando com nossos resultados, estudos
anteriores demonstram que a amplificacdo do gene Bl pode gerar resultados

falsos positivos (Kompalic-Cristo et al, 2004). Essa alta frequéncia de
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resultados falso-positivos reflete a moderada taxa de especificidade encontrada
na técnica sendo que ja foi demonstrado que a amplificacdo do gene Bl
utilizando os iniciadores propostos por Burg et al. (1989) podem co-amplificar
sequéncias humanas (Kompalic-Cristo et al. 2004). Esses autores
demonstraram que sequéncias humanas dos cromossomos 2 e 10 podem ser
co-amplificadas durante a PCR e que a homologia do gene Bl com esses

cromossomos humanos variam de 88% a 89%, respectivamente.

Em um trabalho mais recente, o mesmo grupo (Kompalic-Cristo et al. 2007)
através da real-time PCR encontraram novamente resultados positivos em
individuos considerados negativos pela sorologia tradicional. Os autores dessa
vez levantam a possibilidade da presenca de taquizoitos circulantes sem a
presenca de anticorpos. Isso poderia ocorrer em individuos imunossuprimidos
ou em casos de infec¢des recentes sendo que através da sorologia a producéo
de imunoglobulinas ndo chega a ser detectada. As oito criangas deste estudo
diagnosticadas como negativas pela auséncia de anticorpos IgG anti-T. gondii
apés 12 meses de vida e positivas pela PCR-B1 podem apresentar
comportamento semelhante aos pacientes estudados por Kompalic-Cristo et al.
(2007), apresentando taquizoitos circulantes sem serem capaz de produzir
anticorpos. Outros autores (Carvalheiro et al. 2005; Petersen 2007) sugerem
uma possivel falha do teste referéncia usado no presente estudo (persisténcia
de 1gG). Esses estudos demonstram que algumas criangas consideradas
soronegativas aos 12 meses de idade tiveram um aumento brusco nos titulos

de IgG anti-T. gondii ap6s o término do tratamento. Um fato importante
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observado nas amostras foi a presencga de déficit auditivo em trés dessas oito

criangas consideradas negativas pela sorologia e positivas pela PCR.

Outra hipétese que explicaria a elevada taxa de falso-positivos seria a
contaminagdo da reagcdo em alguma etapa do processo. Alguns autores
ressaltam o alto grau de contaminagdo da técnica de nested PCR (Castro et al.
2001; Kompalic-Cristo et al. 2007). Porém, no presente estudo, medidas para
evitar a contaminagéo entre amostras foram utilizadas em todas as fases dos
experimentos como a utilizacdo de ambientes diferentes para a extragao de

DNA, preparacéo de reagentes, amplificagdo e analise das amostras.

Em contrapartida, outros estudos como o de Mesquita et al. (2010) né&o
demonstram a presenca de nenhum resultado falso-positivo, mostrando alta
especificidade nas reagdes realizadas com diferentes marcadores para o gene
Bl (B22-B23 e Tgl-Tg2) e para um fragmento de 200-300 repeticoes (Tox4-
Tox5). E valido ressaltar que o gene alvo utilizado por Mesquita et al. (2010) &
0 mesmo utilizado em nosso estudo (B1), porém as seqiiéncias dos iniciadores
ndo sdo semelhantes. Segundo Kompalic-Cristo et al. (2005), a sensibilidade e
a especificidade da PCR depende ndo sé da sequéncia-alvo no DNA do T.

gondii, mas também dos pares de iniciadores de amplificaco.

De modo contrario aos resultados encontrados no presente estudo, varios
autores (Burg et al.1989; Guy & Joynson 1995; Fuentes et al. 1996; Jones et al.
2000; Okay et al. 2009; Abdul-Ghani. 2011) afirmam que a detec¢éo do T.

gondii através da amplificacdo do gene B1 € um método promissor para o
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diagndstico da toxoplasmose congénita sendo considerada uma técnica
especifica e sensivel. Nossos resultados de baixa sensibilidade e
especificidade indicam que novas sequéncias alvo e técnicas precisam ser

estudadas.

O diagnéstico molecular da toxoplasmose em sangue utiliza técnicas que se
baseiam na parasitemia do hospedeiro, sendo esta pouco conhecida no caso
da toxoplasmose humana (Kompalic-Cristo et al. 2005). O resultado positivo no
diagndstico molecular pode estar associado apenas com a presenca do DNA
do T. gondii e ndo necessariamente com a presen¢a do parasito viavel.

Portanto o resultado positivo indica apenas uma parasitemia aparente.

O beneficio da detec¢@o molecular de T. gondii ndo esté tdo estabelecido como
nos casos de outras protozooses como leishmaniose visceral e Doenca de
Chagas onde se consegue 100% de sensibilidade usando amostras de sangue
periférico (Kompalic-Cristo et al. 2004). Sabe-se que na leishmaniose visceral,
por exemplo, a persisténcia do DNA do parasito no sangue depois do
tratamento ndo necessariamente confirma a presenca de parasitos viaveis na
circulagdo sanguinea. No caso da toxoplasmose, por auséncia de dados nesse
sentido, a deteccdo de DNA do T. gondii em sangue periférico justifica a
continuidade do tratamento e acompanhamento por PCR (Menotti et al. 2009).
A importancia de um diagnéstico com alta especificidade deve ser enfatizada,
pois pode-se evitar tratamentos potencialmente téxicos sem necessidade

(Romand et al. 2001).

105



De acordo com os resultados encontrados neste estudo utilizando a nested
PCR do gene B1 em recém nascidos, podemos concluir que esta técnica ndo é
a ideal para a realizagdo do diagnéstico molecular da toxoplasmose congénita
usando sangue periférico congelado. Perspectivas futuras se abrem no sentido
de se testar, utilizando as mesmas amostras, novos alvos mais especificos e
sensiveis como, por exemplo, o AF146527. Além disso, o aperfeicoamento de
diferentes técnicas como a real time PCR que é uma metodologia rapida,
sensivel e quantitativa de deteccdo do T. gondii, deve ser realizado para a
obtencdo de um método de diagnostico molecular seguro e eficiente para a
toxoplasmose congénita. O diagndstico molecular da toxoplasmose em sangue

periférico de recém-nascidos necessita, portanto de estudos adicionais na

tentativa de diminuir seus resultados discordantes e melhorar a sua eficacia.

Quando foram realizadas as associagbes dos resultados do diagnéstico
molecular com os aspectos clinicos da toxoplasmose congénita (presenca de
retinocoroidite, calcificacdes cerebrais e déficit auditivo) ndo foi observado
nenhum tipo de relacdo estatisticamente significativa. Uma possivel explicagcdo
para essa auséncia de associagdes seriam os baixos valores de sensibilidade e
especificidade encontrados. O grande numero de resultados falso-positivos ou

falso-negativos pode ter sido um importante viés nas analises de associacdes.
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6.2. ISOLAMENTO DO T. GONDII EM SANGUE PERIFERICO

Foi observada uma positividade de aproximadamente 15% nos experimentos
de bioensaio. Esses resultados evidenciam a existéncia de taquizoitos viaveis
na circulacdo sanguinea desses bebés infectados pela via transplacentaria,

mesmo apds um periodo aproximado de dois meses de vida.

Sabe-se que a fase aguda da toxoplasmose se caracteriza pela presenca de
taquizoitos circulantes em sangue e linfa. Esse periodo de parasitemia
normalmente possui curta duragdo e cessa com o desenvolvimento da resposta
imune do hospedeiro (Tenter et al. 2000) configurando o inicio da fase crénica
com a presenca dos bradizoitos no interior de cistos teciduais. Os fetos e os
recém nascidos possuem um sistema imune imaturo, permitindo provavelmente

que a parasitemia se prolongue por um periodo de tempo maior.

Menotti et al. (2009) sugerem que a presenca prolongada de T. gondii no
sangue dos pacientes pode estar relacionada com a forma disseminada da
infeccdo com picos de parasitemia. J& Kompalic-Cristo et al. (2007) chamam a
atencdo para o fato de que a parasitemia na fase crbnica pode ser mais
prevalente do que se imagina. De acordo com os resultados encontrados por
esses autores, pacientes em fase cronica podem apresentar resultado positivo
no bioensaio, pois sabe-se que esses pacientes podem apresentar parasitemia

intermitente com baixa carga parasitaria.

Outro resultado interessante encontrado foi o fato de que, em 26 dos 27

isolados, apenas um dos dois camundongos utilizados para o bioensaio se
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infectou. Esse dado pode ser explicado pela baixa parasitemia e o pequeno
volume de sangue amostrado (0,5 ml) o qual poderia conter poucos taquizoitos

viaveis.

As 27 criancas dos quais o T. gondii foi isolado apresentaram persisténcia de
IgG anti-T. gondii ap6s 12 meses de vida sendo o resultado positivo do
bioensaio concordante com a sorologia. Em relacdo ao diagnéstico molecular,
a concordancia com o isolamento em camundongos foi considerada fraca
(Kappa = 0,03). Dos 27 recém nascidos dos quais foram obtidos isolados,
apenas 9 apresentaram resultado positivo pela PCR. Estes resultados
demonstram mais uma vez a baixa sensibilidade da nested-PCR do gene Bl

em sangue periférico como diagndéstico da toxoplasmose congénita.

Romand et al. (2001) realizando a PCR em liquido amni6tico para o diagndéstico
pré-natal da toxoplasmose também encontraram falhas na sensibilidade da
reacdo molecular sendo que amostras que obtiveram resultados positivos no
bioensaio, apresentaram resultados negativos pela PCR. Os autores
recomendam a inoculagdo de liquido amniético em camundongos como teste

de rotina para detectar possiveis casos de falso-negativos pela PCR.

Quando se compara as taxas de sensibilidade das técnicas utilizadas, nossos
resultados demonstram que a PCR em amostras de sangue (31,46%) é mais
sensivel que a inoculagdo em camundongos (15,17%). A maior sensibilidade
da PCR comparada com o bioensaio pode ser explicada pela viabilidade do

parasito fora do hospedeiro que pode ser alterada diminuindo a taxa de
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transmissdo ou a carga parasitéaria (Foulon et al. 1999). Outra hip6tese seria a
possivel presenca de fatores inibitdrios que poderiam ser inoculados nos
animais juntamente com as células sanguineas (Spalding et al. 2002). Além
disso, é valido chamar a atenc@o que nem toda deteccdo de DNA do parasito
pode ser proveniente de formas viaveis capazes de proliferar em camundongos
(Spalding et al. 2002). A PCR é capaz de detectar o DNA do parasito enquanto

0 bioensaio s6 detecta parasitos viaveis (Montoya et al. 2009).

Varios trabalhos corroboram com nossos resultados demonstrando baixa
deteccédo do T. gondii em bioensaio quando comparado com a nested PCR.
Segundo Burg et al. (1989) o diagnéstico através da amplificagdo de B1 é mais
sensivel que a bioprova. Spalding et al. (2002) demonstram que a PCR de
amostras de sangue também € mais sensivel que a inoculagcdo em
camundongos. Kompalic-Cristo et al. (2007) concluem que a pesquisa de
parasitos em amostras clinicas pela nested- PCR supera os resultados do
bioensaio. Foulon et al. (1999) encontraram alta sensibilidade da PCR em
liquido amnidtico (81%), comparado com 58% e 15% para o bioensaio e cultura
celular respectivamente. A técnica molecular demonstrou também uma alta
especificidade (96%). Hohlfeld et al. (1994) realizando o diagndéstico pré-natal
da toxoplasmose congénita através da PCR em liquido amniético n&o
encontraram nenhum resultado falso-positivo e apenas um falso negativo. Os
autores concluem que a PCR (sensibilidade 97,4%) é a melhor op¢do quando
comparada com os metodos parasitoldgicos convencionais (sensibilidade

89,5%).
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Antsaklis et al. (2002), também através da PCR do liquido amnidtico,
encontraram sensibilidade (83%) e especificidade (100%) mais altas quando
comparadas com as taxas do bioensaio (61% e 92% respectivamente). Esse
dados corroboram com os resultados de Bessieres et al. (2009) onde mais uma
vez se observa sensibilidade e especificidade da técnica molecular maior do
qgue a de inoculagdo em camundongos. Em outro estudo realizado na Noruega
por Jenum et al. (1998), encontrou-se a mesma taxa de sensibilidade tanto
para o bioensaio quanto para a PCR-B1. Os autores discutem a vantagem de
se optar pela PCR para a deteccdo do T. gondii em infecgbes fetais durante a
gravidez por ser um método mais rapido além de ser capaz de detectar

parasitos ndo viaveis.

Quando se combina os resultados do isolamento com os resultados da PCR, a
sensibilidade de detecgdo do parasito aumenta (41,57%). Esses resultados
corroboram com os encontrados por Foulon et al. (1999), Antsaklis et al. (2002)
e Montoya et al. (2009), que também observaram o aumento da sensibilidade
do diagnéstico com uso simultdneo de bioensaio e nested PCR. Apesar do
aumento da sensibilidade, a associagdo dos resultados levou a queda da

especificidade.

Os 27 isolados foram obtidos de criangas provenientes de diferentes
mesorregides de Minas Gerais. Das 12 mesorregides do Estado, apenas em
duas (Vale do Mucuri e Campo das Vertentes) nao foi isolado o T. gondii de
sangue periférico dos recém nascidos. Esse resultado demonstra que este

protozodrio estd amplamente distribuido em todo o estado de Minas Gerais.
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Observou-se aproximadamente trés isolados por mesorregiao, sendo que esse
ndmero variou de apenas um isolado na Central Mineira a quatro isolados na

regido Metropolitana de Belo Horizonte.

No presente estudo néo foi verificada associagédo entre a taxa de prevaléncia
da toxoplasmose congénita nos recém nascidos do estado de Minas Gerais
com a obtencdo dos isolados do parasito. Segundo a triagem neonatal, a
regido metropolitana de Belo Horizonte apresentou a menor prevaléncia da
infeccdo (1 recém nascido infectado para cada 1286 nascidos vivos) apesar de
ser a localidade que mais se obteve isolados neste estudo. Por outro lado, foi
constatado que apesar da regido do Vale do Mucuri apresentar alta prevaléncia
da toxoplasmose congénita (1 recém nascido infectado para cada 494 nascidos
vivos), esta foi uma das duas mesorregides do estado de Minas Gerais onde

ndo se obteve isolados de T. gondii.

O bioensaio positivo revela a parasitemia nos recém nascidos. Sabe-se que a
imaturidade fetal pode promover um maior desenvolvimento e disseminac¢ao do
T. gondii, induzindo assim mais lesdes no feto infectado durante a gravidez
(McLeod & Dowel 2000). Apesar da presengca de parasitemia sugerir um
aumento no risco de lesdes nos hospedeiros, ndo foi observada associagéo
entre parasitemia (bioensaio positivo) e sinais clinicos da toxoplasmose

congénita

Dos 27 isolados, 20 foram obtidos de criangas que apresentaram algum tipo de

Y

lesdo oftalmologica associada a toxoplasmose congénita. Resultados
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semelhantes foram encontrados em relacdo a presenca de calcificacbes
cerebrais. Levando em consideragdo os 25 isolados obtidos dos recém
nascidos que passaram por avaliagdo neuroldgica, apenas 1 foi originado de
crianga que ndo apresentava calcificagéo cerebral. Apesar desses resultados
sugestivos, ndo foi encontrada associagdo estatisticamente significativa. A
obtencdo de isolados do T. gondii em criangcas com alteracdo ocular,
neuroldgica e/ ou auditiva seguiu a distribuicdo esperada em relagéo ao total de

criangas com toxoplasmose congénita.

6.3. VIRULENCIA DOS ISOLADOS

Apesar do T. gondii ser reconhecido como a Unica espécie do género, existe
uma grande variagdo de viruléncia entre os diferentes isolados deste parasito

(Guo & Johnson 1995; How & Sibley 1995).

A viruléncia de isolados de T. gondii para camundongos depende de varios
fatores, incluindo o estagio do parasito utilizado para a infeccdo, rota de
infecgéo, a dose inoculada, a via de inoculagéo, a linhagem do camundongo e
caracteristicas intrinsecas do isolado (Dubey et al. 2002). Existem dois critérios
para a determinacgdo de viruléncia dos isolados descritos na literatura. Um dos
critérios avalia a viruléncia do T. gondii em camundongos BALB/c baseando-se
na porcentagem de mortalidade e do tempo decorrido até a morte dos animais
infectados com inéculos graduais de taquizoitos, por um periodo de 30 dias
(Ferreira et al. 2001). O segundo critério avalia a mortalidade de camundongos
utilizados durante o préprio isolamento primério (Dubey et al. 2002). Diferentes

critérios podem gerar diferentes resultados. Seria interessante, portanto uma
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padronizacdo nos experimentos de viruléncia para melhor andlise dos
resultados e comparagdes futuras. Para a definicdo da viruléncia no presente
estudo, os isolados foram avaliados a partir de inoculagdo com doses graduais

de taquizoitos em camundongos isogénicos BALB/c (Ferreira et al. 2001).

Os resultados obtidos demonstram que 38% dos isolados foram caracterizados
como virulentos e 54% como possuindo viruléncia intermediéria. Vale ressaltar
gue em varios isolados caracterizados como de viruléncia intermediaria, a
sobrevivéncia de camundongos s6 foi observadas nos in6culos com baixas
concentragdes de parasitos. Como exemplo, podemos citar os isolados
TgCTBr7, TgCTBrl5, TgCTBr19, TgCTBr22 e TgCTBr26, para os quais foi
observada a sobrevivéncia de camundongos apenas em infecgcbes com um
taquizoito. E possivel perceber também através do fenétipo de viruléncia em
camundongos, a reduzida propor¢do de amostras avirulentas em nosso meio.

Apenas dois isolados foram considerados avirulentos para camundongo.

Isolados de viruléncia intermediaria sdo consideradas de transicdo entre os
fenotipos virulentos e avirulentos (Literdk et al. 1998). De acordo com o0s
registros realizados por Guo et al. (1997), isolados de viruléncia intermediaria
ocasionalmente ocorrem na natureza. Entretanto, no presente trabalho, a
maioria dos isolados obtidos foram classificados como de viruléncia

intermediaria para camundongos BALB/c.

Brandéo et al. (2006) em um estudo de caracterizagao de isolados do T. gondii

obtidos de animais domésticos do estado de Minas Gerias, encontraram
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também maior prevaléncia de amostras com viruléncia intermediaria. A
viruléncia de isolados obtidos de humanos e animais nos estados de Minas
Gerais e Sdo Paulo também foi avaliada por Ferreira et al. (2001). Mais uma
vez foi demonstrada a maior frequéncia de amostras virulentas e de viruléncia

intermediaria no estado de Minas Gerais.

Howe & Sibley (1995) demonstram em seus estudos que as cepas virulentas
correspondem a menos que 10% das cepas encontradas na natureza, sendo
que destas, 27% estdo associadas a casos congénitos. Segundo Gilbert et, al.
(2008) no Brasil ocorre o predominio de cepas mais virulentas para
camundongos quando comparadas com as européias, dados que corroboram

COM NOSsoS resultados.

Apesar dos poucos estudos com isolados de T. gondii derivados de casos de
toxoplasmose congénita, sabe-se que, de maneira geral, os isolados obtidos no
Brasil séo virulentos (Ferreira et. al. 2006). Os isolados EGS, RAR e SAF foram
obtidos de casos humanos de toxoplasmose congénita e todos foram

considerados virulentas matando 100% dos animais (Ferreira et al. 2001).

Manifestacdes clinicas e a gravidade da infecgdo sé@o afetadas por interagfes
entre o parasito e o hospedeiro. Estudos in vitro sugerem que as cepas mais
virulentas tém maior taxa de crescimento, uma notavel habilidade de cruzar
barreiras epiteliais e penetrar nos tecidos dos hospedeiros e ainda modular a
interleucina 12 de maneira mais eficiente que cepas avirulentas e com isso

prejudicar a resposta imune protetora nas criancas (Gilbert et al. 2008). Sabe-
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se ainda que cepas mais virulentas expressam mais ROP18 que cepas
avirulentas (Khan et al. 2009). Estudos de mapeamento genético sugerem que
o marcador CS3 presente no cromossomo Vlla do T. gondii esta associado
com a viruléncia em camundongos (Khan et al. 2005). Varios autores estdo
utilizando a amplificacdo desse marcador para estabelecer a viruléncia dos

isolados (Pena et al. 2008; Ragozo et al. 2010) .

Pouco se sabe sobre a associagdo entre a viruléncia do T. gondii para
camundongos em comparagdo com a viruléncia na espécie humana. Segundo
Dubey & Beattie (1988) a viruléncia em camundongos nao apresenta

associagéo com doenga em humanos.

Apesar de grande parte dos isolados serem classificados como virulentos ou de
viruléncia intermediaria, ndo foi observada associacdo entre sinais clinicos
oftalmoldgicos, calcificagbes cerebrais e/ ou déficit auditivos com a viruléncia
em camundongos. Uma possivel explicacdo para essa auséncia de associagdo
seria a limitac@o analitica dos resultados devido ao pequeno nimero amostral

de isolados avaliados.

As diferencas bioldgicas encontradas nos isolados obtidos de sangue de recém
nascidos de Minas Gerais sugerem diversidade entre as cepas que circulam no
estado como ja foi relatado por Ferreira et al. (2001) e Brand&o et al. (2006).
Estudos futuros, associando a tipagem genética do marcador CS3 (a partir do
DNA de T. gondii extraido do sangue dos recém nascidos infectados) e as

manifestacbes clinicas observadas nas criancas poderdo esclarecer a
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importancia deste marcador na determinagdo da viruléncia do parasito em

seres humanos.

6.4. GENOTIPAGEM DO T. GONDII

O objetivo inicial deste trabalho foi identificar o DNA de T. gondii em amostras
de sangue dos recém nascidos provenientes de Minas Gerais através da
nested PCR do gene B1l. De acordo com os resultados obtidos, as amostras
positivas seriam selecionadas. A amplificagéo por PCR para 11 marcadores e
genotipagem com enzima de restricdo aconteceriam a partir dessas amostras
clinicas originais sem o uso prévio de amostras oriundas de isolados em
camundongos. Por outro lado, de forma inesperada, obtivemos um numero
elevado de isolados de T. gondii por bioensaio com sangue dos recém
nascidos. Como foi demonstrado em nossos resultados, a nested PCR do gene
B1 em sangue periférico de recém nascidos ndo se mostrou uma boa técnica
de diagndstico. Apesar de uma reprodutibilidade razoavel (79,1%), os valores
de especificidade e sensibilidade se mostraram baixos, contra-indicando sua
utilizagdo para o diagnostico da toxoplasmose congénita. Por esse motivo, a
caracterizagcdo molecular foi realizada a partir dos isolados obtidos pelo

bioensaio.

De acordo com a literatura, grande parte dos estudos sobre caracterizagdo
molecular de cepas de T. gondii é realizada com DNA extraido de taquizoitos
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, pela facilidade de
manutencgdo do parasito nesses animais (Ferreira et al. 2006; Cavalcante et al.

2007; Velmurugan et al. 2008; Frazéo-Teixeira et al. 2011). Entretanto, outros
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estudos demonstram resultados satisfatorios de genotipagem do T. gondii
diretamente de amostras clinicas como sangue, liquido amnidtico, placenta,
liquido cefalorraquidiano e humor vitreo (Fuentes et al. 2001; Vallochi et al.

2005; Khan et al. 2006; Ferreira et al. 2008; Boughattas et al. 2011).

No presente estudo, a genotipagem foi realizada em DNA extraido de
taquizoitos de 25 isolados de T. gondii provenientes de sangue periférico de
recém nascidos do estado de Minas Gerias. A analise da PCR-RFLP multilocus
revelou 14 gendtipos sugerindo alta diversidade do parasito isolado da
populacdo humana em Minas Gerais, semelhante ao relatado por outros

pesquisadores (Pena et al. 2008; Dubey et al. 2008; Soares et al. 2011).

Doze dos 14 genotipos encontrados s&o descritos pela primeira vez na
literatura sendo que destes, 9 apresentaram apenas um isolado. Apesar de ja
existirem varios genotipos identificados (Su et al. 2006; Pena et al. 2008;
Dubey et al. 2008; Yai et al. 2009; Ragozo et al. 2010; Silva et al. 2011; Soares
et al. 2011; Pena et al. 2011) a partir de uma variedade de hospedeiros em
diferentes regibes do Brasil, esse resultado indica a possibilidade de
identificacdo de novos gendtipos em estudos futuros reafirmando a alta
diversidade de cepas do T. gondii em nosso pais (Dubey et al. 2008, Ragozo et

al. 2010; Soares et al. 2011).

Embora a populagcéo de T. gondii seja altamente diversificada em nosso pais,
alguns gendtipos clonais circulam nos hospedeiros. Quatro genotipos

identificados como Brl, Brll, Brlll e BrlV, foram considerados clonais no Brasil

117



———————————————————————————————————————————————————— DiscussAo

(Pena et al. 2008). No presente estudo, os tipos clonais Brll (#1) e Brlll (#2)
apresentaram 7 e 1 isolados, respectivamente. Esses gendtipos ja foram
identificados em diversos hospedeiros como em ovelhas, galinhas e gatos
(Pena et al. 2008; Dubey et al. 2008; Ragozo et al. 2010) entretanto, este é o

primeiro registro de identificagdo destes isolados em humanos.

Trés novos gendtipos, #3, #4 e #5, foram identificados em trés, trés e dois
isolados, respectivamente. O aparecimento de isolados com mesmo gendtipos
sugere que estes possam ser linhagens de circulaghio comum em Minas

Gerais.

Nenhum tipo clonal dos arquétipos |, Il e Il foi encontrado neste estudo. Esse
resultado corrobora com outros estudos demonstrando que achados de
isolados clonais séo raros, principalmente os tipos | e Il (Pena et al. 2008;
Ragozo et al. 2010; Silva et al. 2011). O Tipo Il ja foi encontrado em galinhas
no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (Dubey et al. 2008; Dubey et al. 2007b)
e em cachorro (Dubey et al. 2007a) e capivaras (Yai et al. 2009) no estado de
S&o Paulo. Ja o tipo | foi observado em uma galinha do Rio Grande do Sul e
também em capivaras de S&o Paulo (Dubey et al. 2007b; Yai et al. 2009).
Recentemente, o tipo Il foi encontrado pela primeira vez no Brasil em ovelhas,

também do Estado de S&o Paulo (Silva et al. 2011).

No presente estudo, o isolado TgCTBrl19 apresentou perfis mistos em quatro
dos onze marcadores utilizados. Esta infecgcdo mista pode ter ocorrido por

infecgbes, sequenciais (reinfeccbes) ou simultaneas, com parasitos de
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diferentes gendtipos, adquiridas de oocistos diretamente do ambiente ou pela
ingestéo de cistos teciduais em carne de hospedeiros intermediarios infectados
com dois isolados distintos do parasito, possibilidades ja descritas na literatura
(Aspinall et al. 2003; Boughattas et al. 2010). Como os felinos apenas liberam
oocistos nas fezes entre 1 e 3 semanas apoés a infecgdo (Tenter et al. 2000) e
dados de epidemiologia sugerem que para um Unico animal, estes oocistos sdo
de apenas um tipo genético (Grigg et al. 2001), a explicagdo mais provavel

seria entdo a ingestéo de carne infectada com dois tipos genéticos distintos.

Um estudo realizado por Aspinall et al. (2003) mostra que cerca de 31% dos
pacientes analisados na Espanha apresentam evidéncias de infec¢des mistas
(I e 1) principalmente associadas a casos congénitos. Os autores sugerem que
alimentos que utilizam carne de mais de um tipo de animal, como salsichas e
carnes processadas, tém grande possibilidade de apresentarem mais de um
tipo genético de T. gondii oriundos de diferentes animais. A ingestdo dessas
carnes cruas ou mal cozidas podem entdo ter levado esta gestante a uma
infeccdo mista. Essa hipdtese € corroborada por resultados previamente
encontrados pelo mesmo grupo (Aspinall et al. 2002) ao analisarem amostras
provenientes de carnes suinas, ovinas e bovinas de varios mercados do Pais
de Gales. Através da PCR-RFLP do SAG2 os autores classificaram cerca de

78% das amostras como tipo | e 22% com presencga de infecgdes mistas (I e 11.)

Um estudo recente realizado na Tunisia (Norte da Africa) demonstra a
presenca de infecgbes mistas em parasitos isolados de casos de toxoplasmose

congénita. Os autores também sugerem a relagdo entre as carnes processadas
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consumidas pelos habitantes com a presenga de infec¢gdes mistas nessa regido

(Boughattas et al. 2010).

A alta diversidade encontrada em diferentes isolados brasileiros sugere que
diversos gendtipos de T. gondii devem estar amplamente difundidos e
circulando simultaneamente. O encontro usual de gendétipos mistos no Brasil
corrobora essa hipotese (Dubey et al. 2008; Pena et al. 2008; Yai et al. 2009;

Ragozo et al. 2010; Soares et al. 2011).

O fendtipo de viruléncia do T. gondii em camundongos esti associado ao seu
gendtipo (Pena et al. 2008). Baseando-se em estudos realizados na América
do Norte e Europa amostras do tipo | foram consideradas extremamente
virulentas para camundongos enquantos amostras do tipo Il e Il foram

classificadas como avirulentas para camundongos (Howe & Sibley 1995)

Sabe-se que isolados da America do Sul sdo geneticamente distintos dos
isolados da America do Norte (Gallego et al. 2006). No Brasil, de maneira geral,
os isolados sédo recombinantes e bastante virulentos (Ferreira et al. 2006; Pena
et al. 2008; Dubey & Su. 2009). A associacdo entre o genoétipo recombinante e
um fendtipo de elevada viruléncia em modelos experimentais tem sido
demonstrada pelos autores através da identificacdo de fatores de viruléncia
com determinagdo genética (Pena et al. 2008; Sibley & Ajioka 2008; Khan et al.

2009).
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Pena et al. (2008), estudaram a estrutura populacional e a viruléncia para
camundongos de 46 isolados de T. gondii provenientes de gatos de 11
localidades no Brasil. Segundo esses autores a linhagem Brl seria a mais
virulenta, a Brlll ndo virulenta e as demais (tipo Brll e BrlV) de viruléncia

intermediaria.

O isolado TgCTBr 05, unico classificado como tipo Brlll, se mostrou avirulento
para camundongos corroborando com os achados de Pena et al. (2008). J& os
sete isolados identificados como Brll, mesmo apresentando o mesmo genétipo,
demonstraram viruléncia variada. Apesar de Pena et al (2008) associarem 0
gendtipo tipo Brll & isolados de viruléncia intermediaria, dos sete isolados
pertencentes a esse mesmo genotipo, apenas quatro (TgCTBr 2, TgCTBr 14,
TgCTBr 20 e TgCTBr 27) demonstraram essa mesma associagdo. Os outros
trés (TgCTBr 8, TgCTBr 9, TgCTBr 11) foram classificados como virulentos

para camundongos.

Quando se analisa 0 genotipo #4 do presente estudo, percebe-se novamente
isolados de mesmo genoétipo que apresentam viruléncias diferenciadas em
camundongos. O isolado TgTCBr 23 foi classificado como virulento e o TgTCBr
15 como um isolado de viruléncia intermediaria, apesar de ter sido observada a
sobrevivéncia de camundongos apenas em infec¢gdes com um taquizoito. Uma
possivel explicacdo para esses resultados seria os diferentes tipos de
procedimentos e critérios utilizados em diversos estudos para a determinagéo
da viruléncia em camundongos. Silva et al. (2011) também demonstraram

resultados contrarios aos observados por Pena et al. (2008) quanto & viruléncia

121



oo oo oo oo ==========]D|SCUSSAO

no locus CS3. De acordo com Soares et al. (2011), as diferencas biologicas
entre isolados de um mesmo gendtipo ndo devem ser negligenciadas. Segundo
esses autores, o gendtipo é o que realmente define a viruléncia, portanto outra
explicagédo para os resultados encontrados seria que os marcadores utilizados
neste estudo podem néo ter sido capazes de identificar possiveis diferencas

entre os isolados em questéo.

Nao foram observadas diferencas fenotipicas de viruléncia entre os isolados
dos gendtipos #3 e #5 sendo que todos foram considerados virulentos para o0s

camundongos BALB/c.

Baseando-se nos resultados deste estudo, ndo foi possivel associar os
gendtipos dos isolados de T. gondii encontrados no estado de Minas Gerais
com a viruléncia em camundongos. Sabe-se que no Brasil, nenhuma evidéncia
concreta existe de associagéo da viruléncia do T. gondii em camundongos e

diferentes gendtipos (Fraz&o-Teixeira et al. 2011).

A variabilidade genética entre os isolados de T. gondii provenientes de
individuos com diferentes aspectos clinicos da infec¢ao tem sido demonstrado.
Alguns estudos conseguiram identificar a associacdo entre o genétipo do T.
gondii e a manifestagcdo da doenca (Boothoroyd & Grigg, 2002). Porém a
maioria dos estudos de genotipagem realizados em isolados humanos se limita
a poucos marcadores além da utilizacdo de diferentes iniciadores, dificultando
assim as comparagfes dos resultados na tentativa de se investigar a real

associacdo entre o gendtipo e a manifestagdo da doencga. Associando o
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gendtipo do parasito e o hospedeiro, Howe & Sibley (1995) verificaram
predominancia de cepas tipo Il na toxoplasmose humana na Europa e na
América do Norte. Nessas regifes, as amostras do tipo | estavam associadas a
toxoplasmose congénita enquanto as do tipo Il estavam associadas a
infecgbes em animais. Enquanto Howe et al. (1997) e Ajzenberg et al. (2002b)
associaram isolados do tipo Il & casos congénitos na Franga, Fuentes et al.

(2001) encontraram na Espanha uma maior prevaléncia de amostras tipo I.

Gallego et al. (2006) realizaram genotipagem pelo locus SAG2 em amostras
colombianas encontrando predominancia do tipo |, inclusive nos casos
congénitos, sendo este o primeiro estudo de tipagem de casos congénitos na
América do Sul. Vale ressaltar que estudos genéticos baseados somente em
um marcador como o SAG2 sdo limitados (Dardé 2004; Su et al. 2006). Mais
recentemente, Boughattas et al. (2010) realizaram anélise multilocus por RFLP
em 6 marcadores (3'SAG2, 5 SAG2, SAG3, BTUB, GRA6 e APICO) em
amostras de 14 casos congénitos na Tunisia (Africa do Norte). Os resultados
indicam alta prevaléncia de cepas recombinantes associadas a casos de

toxoplasmose congénita nesta regiao.

Ferreira et al. (2006) através de uma analise multilocus (SAG1, SAG2, SAG3,
B1, cB21-4, cS10-A6, GRA6 and L363), demonstraram que os quatro isolados
de casos de toxoplasmose congénita humana provenientes de Minas Gerais
sdo recombinantes. Esses resultados corroboram com os encontrados no
presente trabalho. Todos os isolados genotipados (excluindo o de infeccéo

mista) provenientes de sangue periférico de recém nascidos do estado de
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Minas Gerais foram considerados recombinantes. A presenca de isolados
recombinantes geralmente associados a fendtipo altamente virulento das cepas
brasileiras pode refletir a maior frequéncia de formas mais graves da

toxoplasmose congénita encontrada no Brasil.

Em relagdo a este estudo, a elevada prevaléncia (74,6%) de toxoplasmose
ocular encontrada nos recém nascidos de Minas Gerais (Vasconcelos-Santos
et al. 2009), poderia ser explicada pela composicao genética das cepas de T.
gondii circulantes no Brasil. Na Franga, os poucos isolados recombinantes
encontrados sdo derivados de casos graves de toxoplasmose congénita
(Ajzenberg et al. 2002b). Comparando as sequelas oculares derivadas da
transmissdo congénita entre o Brasil e a Europa, Gilbert et al. (2008) ressaltam
que as criangas brasileiras infectadas pela via vertical apresentam
retinocoroidite mais frequentemente no primeiro ano de vida (50%) em
comparacdo em as criangas européias (10%). Além disso, as diferengas com
relacdo ao tamanho e multiplicidade das lesBes oculares também s&o

significativas.

Recentemente, Ferreira et al. (2010) investigaram as caracteristicas genéticas
do T. gondii presentes em 10 amostras clinicas (sangue) provenientes de
pacientes com toxoplasmose ocular do estado de S&o Paulo. Todas as
amostras foram consideradas polimorficas indicando uma elevada taxa de
recombinac@o entre os arquétipos I, Il e Ill. Os autores sugerem que tais
caracteristicas podem estar correlacionadas com a gravidade da doenga

observada em pacientes brasileiros. De acordo com resultados obtidos no
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presente estudo ndo foi observada associacdo entre o genétipo e a
apresentacéo clinica da toxoplasmose, seja ela ocular, auditiva ou neuroldgica.
Esses resultados corroboram com diversos estudos como de Fraz&o-Teixeira
et al. (2011) que relatam a auséncia da associacdo das manifestacdes clinicas
da infeccdo e gendtipos de isolados de T. gondii em toda a América do Sul.
Aspinall et al. (2003) também néo verificaram nenhum tipo de associacdo entre
0S gendtipos e as formas clinicas da toxoplasmose. Segundo Fuentes et al.
(2001) o numero de casos congénitos estudados ndo permitiu associagéo clara
entre gendtipo e sintomas observados. O mesmo fato deve ter ocorrido no
presente estudo, pois o0 numero de gendtipos analisados foi restrito aos

isolamentos.

Uma perspectiva do nosso grupo € aumentar o numero de amostras analisadas
através de um diagndstico molecular mais especifico e sensivel. Desses modo
a genotipagem seria realizada diretamente nas amostras clinicas (DNA
extraido de sangue), aumentando assim 0 numero de casos e
consequentemente a chance de possiveis associagfes entre os resultados da
genotipagem das amostras e aspectos clinicos da toxoplasmose encontradas

nos recém nascidos avaliados.

Nenhuma associac@o aparente foi observada entre a variabilidade genética e a
regido geografica de onde as cepas de T. gondii foram isoladas. Por exemplo,
os isolados TgCTBr 1 e TgCTBr 3 apresentaram o mesmo genotipo, embora
tenham sido isoladas de diferentes mesorregides (Zona da Mata e Vale do

Jequitinhonha, respectivamente). Outro exemplo seria o dos isolados TgCTBr
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11, TgCTBr 12 e TgCTBr 21. Apesar de apresentaram genotipos distintos todos

foram isolados da regido Metropolitana de Belo Horizonte.

Outros estudos corroboram esses resultados. De acordo com Soares et al.
(2011) néo foi possivel associar o padrdo genotipico com a procedéncia da
amostra. Alguns autores demonstram uma aparente associagdo entre o
gendtipo dos isolados e sua localizagdo geografica (Fraz@o-Teixeira et al.
2011). Outros apenas sugerem que regides geograficas e diferentes
hospedeiros contribuem para variagbes genotipicas (Grigg et al. 2001,
Lehmann et al. 2006; Dubey & Su 2009). A comparagéo dos resultados de
genotipagem de diferentes amostras de diversas localidades é dificil de ser
realizada. Diversos protocolos e diferentes marcadores tém sido utilizados para
a genotipagem por todo o mundo. Mais uma vez a padroniza¢cdo de um Unico
protocolo de genotipagem, conforme proposto por Su et al. (2006) se mostra
importante e fundamental para a realizacdo de estudos que possam ser

comparativos e mais elucidativos.

As redes filogenéticas apresentadas nas figuras 7 e 8 tém topologia
semelhantes a de outras construidas com diferentes isolados de T. gondii
(Pena et al. 2008; Dubey et al. 2008; Soares et al. 2011). A &rvore filogenética
(Figura 7) construida de acordo com a genotipagem dos isolados de T. gondii
provenientes de sangue de recém nascidos é altamente reticulada sugerindo
altas taxas de recombinagcdo na populagdo do parasito. Estes resultados
corroboram com outros estudos que demonstram a alta frequéncia de

cruzamentos genéticos no Brasil (Pena et al. 2008; Soares et al. 2011).
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Ficam evidentes os agrupamentos de genotipos. A falta de isolados clonais dos
tipos I, Il e Ill também é claramente observada pela rede filogenética. A
linhagem clonal tipo Il esta agrupada com o tipo Brlll. Embora véarios genotipos
identificados em Minas Gerais apresentem apenas um isolado, outros
gendtipos possuem multiplos isolados como TgTCBr 2, TgTCBr 8, TgTCBr 9,
TgTCBr 11, TgTCBr 14, TgTCBr 20, TgTCBr 27 sugerindo que isolados desse
gendtipo tém se expandido (Soares et al. 2011; Pena et al. 2008). O gendtipo
do isolado TgTCBr 26 difere em apenas um l6cus (SAG2 alt) do tipo Brll e a
aproximacdo desses gendtipos fica bem clara na &rvore filogenética. Outras
situacdes semelhantes ocorrem com os isolados com o genotipo #3 (TgTCBr 1,
TgTCBr 3,TgTCBr 25) que estdo no mesmo ramo do isolado TgTCBr 22 (que
também difere destes por apenas pelo l6cus Apico), e entre os isolados do
gendtipo #5 (TgTCBr 4,TgTCBr 17) e o isolado TgTCBr 13 (diferem apenas

pelo l6cus c22-8) que também estdo agrupados.

As populagbes agrupadas e definidas na rede filogenética parecem
diferenciadas entre si, 0 que sugere uma clonalidade da estrutura populacional
do T. gondii em isolados de recém nascidos (Soares et al. 2011). Este
isolamento populacional, como ja foi discutido, ndo est4 relacionado ao
isolamento geografico entre os gendtipos, pois as subpopulagcbes sao formadas
por isolados provenientes de diferentes mesorregides do estado. As diferengas

de hospedeiros também ndo séo relevantes.

Mesmo com alta diversidade genética observam-se agrupamentos de

gendtipos provenientes de diferentes espécies hospedeiras junto a isolados de
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T. gondii obtidos de recém nascidos. Esse fato também reforga a evidéncia de
clonalidade epidémica na populagdo de T. gondii no Brasil (Howe & Sibley
1995; Pena et al. 2008; Soares et al. 2011). A ocorréncia dessa clonalidade
epidémica (Tibayrenc 1995) se d& pela r4pida dissemina¢gdo de determinadas
configuragbes genotipicas por meio de reproducdo assexuada do parasito em
decorréncia da transmissdo entre hospedeiros através da ingestdo de cistos
teciduais. Apesar do T. gondii ser um organismo sexuado, que normalmente
nao possui estrutura populacional definida pelas recombinagdes ocorridas, este
protozodrio consegue se propagar por varias geracées apenas por reproducao

assexuada, o que gera “periodos” de clonalidades frequentes.

Compreender até onde a reproducéo sexual e a expanséo clonal do parasito
alteram o perfil do T. gondii atual é o principal ponto para se entender a
estrutura genética populacional global do parasito (Grigg & Sundar 2009).
Durante muito tempo acreditou-se que o T. gondii apresentava uma estrutura
populacional clonal com trés linhagem predominantes (tipo I, Il e Ill) (Howe &
Sibley 1995). Estudos realizados com isolados de T. gondii de diversos
hospedeiros do Brasil mostraram uma alta diversidade genética que difere dos
isolados em paises do hemisfério norte (Darde 2004; Ferreira et al. 2006). Essa
alta frequéncia de gendtipos recombinantes na América do Sul se carateriza
por novas e diferentes combinag6es dos alelos arquetipicos (I, Il e Ill) em todos
os locus estudados (Ferreira et al. 2006). Entretanto, segundo Frazo-Teixeira
et al. (2011), os isolados brasileiros ndo devem ser classificados como
recombinantes de cepas arquetipicas, como proposto anteriormente por

Ferreira et al. (2006), e sim como atipicos por possuirem novas combinagfes
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de alelos Unicos além de alguns alelos arquetipicos. J& Pena et al. (2008)
chamam a atencdo para essa denominacdo de “isolados atipicos”. Segundo
esses autores essa classificacdo pode ser errbnea a medida que a populagédo
de T. gondii & Unica na América do Sul e os dados do RFLP ndo podem ser

diretamente comparados com os da América do Norte e da Europa.

Marcadores multilocus para PCR-RFLP utlizados neste estudo podem
subestimar a verdadeira diversidade da populagdo parasita. Soares et al.
(2011) sugerem que a analise multilocus por microsatélites € mais
aconselhavel que a PCR-RFLP. Esses autores sugerem que, mesmo isolados
que apresentam gendtipos idénticos pela PCR-RFLP, provavelmente
apresentam diferencas genotipicas. Os marcadores de microssatélites séo

mais polimérficos, podendo mostrar a presenca de alelos multiplos.

Frazdo-Teixeira et al. (2011) chamam a atengédo para a importancia de se
realizar o sequenciamento do DNA de T. gondii em casos de estudos
realizados em regibes com ampla diversidade genética do parasito, como
acontece no Brasil. Segundo esses autores a PCR-RFLP pode ser falha para a
realizacdo da tipagem genética em locais com ampla diversidade. Para
minimizar esse vies, o seqienciamento do DNA se torna uma boa opg¢éo para
identificar os polimorfismos de DNA e inferir a real relagdo genética e etrutura
populacional de cepas de T. gondii circulantes no Brasil (Pena et al. 2008). O
sequenciamento de regides criticas do genoma dos isolados de T. gondii aqui

estudados serd a proxima etapa realizada por nosso grupo com objetivo de
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confirmar e comparar os dados gerados pela PCR-RFLP multilocus, bem como

revelar a real diversidade entre os isolados.

Os resultados obtidos neste trabalho auxiliam o entendimento da estrutura
populacional de T. gondii no Estado de Minas Gerais, além de demonstrar a
importancia da toxoplasmose congénita para a saude publica nesta regido.
Este € o primeiro registro de genotipagem de isolados obtidos a partir de
sangue de recém nascidos no Brasil e este estudo pode fornecer informacdes
técnicas e cientificas importantes para enriquecer as discussdes e a
compreensdo sobre a epidemiologia da toxoplasmose congénita em nosso

pais.
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- A PCR para o gene Bl do T. gondii € pouco sensivel e especifica no
diagnédstico da toxoplasmose em sangue congelado de recém nascidos com

toxoplasmose congénita.

- Ndo h& associacdo entre resultados do diagnodstico molecular (PCR-B1) e

sinais clinicos da toxoplasmose congénita.

- O bioensaio em camundongos evidencia parasitemia patente em pelo menos

15,2% de criangas com toxoplasmose congénita.

- Nado ha associacdo entre resultados de bioensaio e sinais clinicos da

toxoplasmose congénita.

- Isolados de T. gondii obtidos de recém nascidos com toxoplasmose congénita
podem apresentar baixa viruléncia, viruléncia intermediaria ou alta viruléncia

para camundongos.

- N&o h& associacdo entre a viruléncia dos isolados de T. gondii e sinais

clinicos da toxoplasmose congénita.

- Néo foram encontrados isolados de T. gondii, obtidos de criangas com
toxoplasmose congénita no Estado de Minas Gerais, pertencentes aos tipos

clonais classicos: I, Il e lll.
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- Os isolados de T. gondii obtidos de criangas com toxoplasmose congénita no

Estado de Minas Gerais foram classificados em 14 genotipos diferentes.

- A obtenc&o de um isolado misto proveniente de um recém nascido sugere a

presenca de infecgbes mistas pelo T. gondii na populagéo de Minas Gerais.

- O gendtipo Brll predominou entre os gendtipos observados.

- N&o foi observada associagdo entre o genotipo dos isolados de T. gondii e a

viruléncia do parasito em camundongos.

- N&o foi observada associagdo entre o gendtipo dos isolados de T. gondii e

sinais clinicos da toxoplasmose congénita.

- As diferencas bioldgicas e genéticas de isolados de T. gondii obtidos de

recém nascidos sugerem diversidade entre os parasitos que circulam no

Estado de Minas Gerais.
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9. ANEXOS

ANEXO A

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA CLINICA:
“Triagem neonatal para Toxoplasmose Congénita no Estado de
Minas Gerais”

EQUIPE MEDICA (ordem alfabética): Daniel Vitor Vasconcelos Santos,
Glaucia Manzan Queiroz de Andrade (coordenadora), José Nélio Januério,
Luciana Macedo de Resende, Roberto Martins Gongalves, Wesley Ribeiro
Campos

INTRODUCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa clinica, € importante que vocé leia e
compreenda a seguinte explicagdo sobre os procedimentos propostos. Esta
declaracdo descreve o0 objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e
precaucdes do estudo. Também descreve os procedimentos alternativos que estéo
disponiveis a seu filho e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento.

OBJETIVO:

O objetivo deste estudo é avaliar a ocorréncia de Toxoplasmose Congénita em
recem-nascidos no Estado de Minas Gerais e estudar se a triagem neonatal é uma
estratégia adequada para o diagnéstico e tratamento precoces da infeccéo.
Pretende-se ainda conhecer as caracteristicas clinicas, auditivas e oculares, das
criancgas positivas e a evolugéo, nas criancgas tratadas, das complicagdes tardias da
doenca.

RESUMO:
A toxoplasmose ocorre em todo o Brasil e estudo realizado em Belo Horizonte

mostrou que a infeccdo é freqliente em recém-nascidos, na propor¢cdo de um
recém-nascido infectado para cada 1590 nascidos vivos. Estima-se que em Minas

Gerais a infeccdo também seja comum e que muitas criangas nascam com a

infeccdo, sem sintomas, apresentando manifestagfes tardias, principalmente

oculares, na adolescéncia ou vida adulta, o que dificulta o tratamento.

As criangas que nascem com toxoplasmose congénita podem ser prematuras, ter
baixo peso, podem nascer com sintomas de infeccdo, mas acredita-se que a
maioria nasca a termo e sem sintomas, 0 que atraza o diagnostico e tratamento



nestes casos. Atualmente todas as criangas com toxoplasmose congénita, com ou
sem sintomas, sdo tratadas com anti-microbianos (sulfas, pirimetamina e &cido
folinico) durante o primeiro ano de vida e, em todo 0 mundo, os resultados desse
tratamento indicam que a toxoplasmose congénita tratada no primeiro ano de
vida apresenta menor ocorréncia de complicagdo ocular e de atrasos no
desenvolvimento da crianga. A possibilidade de se conhecer as areas de maior
ocorréncia da infecgdo no estado e tratar as criancas infectadas, torna este estudo
de fundamental importancia.

PROCEDIMENTOS:

Os pacientes incluidos no estudo serdo as criancas participantes do programa
“Teste do Pezinho” residentes no estado de Minas Gerais.

Solicitamos a participacdo do seu filho/filha neste estudo porque o exame para
toxoplasmose feito com o sangue colhido para o Teste do Pezinho foi positivo.
Por esta razéo, a senhora e seu filho/sua filha precisardo fazer outro exame de
sangue que sera colhido no Posto de Saude perto de sua casa. Este material serd
encaminhado para Belo Horizonte, onde sera examinado no Laboratorio da
Faculdade de Medicina da UFMG (NUPAD) para confirmar ou excluir o
diagnostico de toxoplasmose. Se esse exame de triagem para toxoplasmose for
negativo, a senhora sera informada de que seu filho ndo nasceu com a doenca.

Se esse segundo exame for positivo, a senhora seré orientada a levar seu filho no
posto de saude de referéncia ou no Hospital das Clinicas da UFMG, em Belo
Horizonte, para outros exames (exame de fundo de olho e radiografia de crénio)
e tratamento.

A realizacdo dos testes sera encerrada apos seis meses de avaliacdo no Estado.
Mas, o controle e tratamento das criancas com toxoplasmose congénita serd
garantido pelo sistema de saude no local de referéncia mais proximo.

DESCONFORTOS:

A retirada do sangue podera resultar em sensacdo de tontura, inflamacéo da veia
ou dor, ferimento, ou sangramento no local da pungdo. Ha também a remota
possibilidade de ocorrer infeccéo.

DANOS:

No caso de seu filho apresentar algum sinal/sintoma anormal que possa estar
associado ao uso da medicacdo para toxoplasmose, durante a realizagdo do
estudo, vocé deverd entrar imediatamente em contato com a Dra. Glaucia
Queiroz, nos telefones: 3248 9547, 3277 4341 ou 9950-5155. Se ela ndo estiver
disponivel, peca para falar com a Dra Andrea Lucchesi no mesmo telefone: 3248
9547 ou 3277 4341.

Se seu filho vier a sofrer qualquer dano fisico como resultado desse estudo,
observadas as recomendacdes do protocolo, ele recebera todos os cuidados
médicos providos pela Instituicdo na qual o estudo se realizou. Seu filho néo
abrira méo de seus direitos legais ap0s vocé assinar o termo de consentimento
informado.



BENEFICIOS:

Um beneficio da participacdo de seu filho neste estudo é a contribuicdo ao
conhecimento medico. Ele também podera se beneficiar do diagnéstico e
tratamento da toxoplasmose congénita, com boas chances de evoluir sem
complicagbes de acometimento ocular e danos neuroldgicos. Os exames e
procedimentos exigidos durante sua participacdo no estudo sdo os realizados na
rotina _do atendimento das criangas com toxoplasmose congénita e serdo
custeados pelo convénio entre a Secretaria de Estado da Saude e a Faculdade de
Medicina da UFMG. A medicacdo sera oferecida gratuitamente para os
participantes desse projeto de pesquisa.

TRATAMENTO ALTERNATIVO:

Existe a alternativa de ndo participar do estudo. Vocé podera discutir com o
médico esta alternativa antes de permitir que seu filho participe do estudo. Até o
momento, ndo existe outra proposta de tratamento, diferente da que esta sendo
oferecida nesse projeto, para a crianga com toxoplasmose congénita.

Ainda ndo dispomos de um programa de triagem neonatal implantado para
diagnostico da toxoplasmose congénita. Como a maior parte das criangas
portadoras dessa infec¢cdo nascem sem sintomas, geralmente o diagndstico é feito
tardiamente, a partir de queixas visuais ou atrasos no desenvolvimento
observadas na vida escolar.

CONFIDENCIALIDADE:

Os registros da participagdo de seu filho neste estudo serdo mantidos
confidencialmente até onde é permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica
em Pesquisa/UFMG podera verificar e ter acesso aos dados confidenciais que o
identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo o identificara. Ao
assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a fornecer
os registros médicos do seu filho para o Comité de Etica e Pesquisa da UFMG.

INTERRUP(;AO DA PARTICIPA(;AO NO ESTUDO

A participagéo de seu filho neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar
ou seu desligamento do estudo n&o significard perda de beneficios aos quais seu
filho tem direito. Vocé poderéa interromper a participacéo de seu filho a qualquer
momento sem afetar seu acompanhamento médico e tratamento, que sera

mantido pelo tempo necessario.

Seu médico poderé finalizar sua participacéo neste programa de pesquisa por

qualquer uma das seguintes razoes:



= Incapacidade de tomar o medicamento conforme orientado;

= Incapacidade de comparecer as consultas agendadas;

= Se o0 programa for cancelado pelo patrocinador ou por questdes
administrativas.

COMPENSACAO:
Vocé ndo receberd qualquer compensagdo financeira pela participacdo do seu
filho no estudo.

CONTATO COM A COMISSAO DE ETICA:
Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida sobre este estudo, por favor,
contate 0 Comité de Etica em Pesquisa-COEPE/UFMG, no telefone: 34994592.

CONSENTIMENTO:

Li e entendi todas as informacdes. Tive oportunidades de fazer perguntas e todas
as minhas davidas foram respondidas satisfatoriamente. Este formulério esta
sendo assinado voluntariamente por mim, representante legal desta crianca,
indicando meu consentimento para participar neste estudo, até que eu decida o
contrario.

Assinatura do representante legal do paciente Data

Assinatura da testemunha Data

Assinatura do pesquisador Data



Universidade Federal de Minas Gerais Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n°. ETIC 0298/06

Interessada: Profa. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina-UFMG

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP, aprovou no
dia 27 de setembro de 2006, o projeto de pesquisa intitulado "Triagem
neonatal para toxoplasmose congénita no Estado de Minas Gerais" bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do referido
projeto.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP

um ano apos o inicio do projeto.

) < .
Profa'%veﬁakje Lima Perez Garcia

Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Anténio Carlos. 6627. Unidade Administrativa I1- 2 andar sala: 2005 - 31.270-901- BH - MG (31)

3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coep@prpg.ufmg.br



ANEXO B:

Nested PCR do gene B1l. Pacientes NUPAD-AC 01 a 227. CN: controle
negativo; DNA extraido de sangue de paciente nao infectado com
toxoplasmose. RH: controle positivo; DNA extraido de sangue negativo para a
toxoplasmose adicionado de 100 taquizoitos/mL da cepa RH. ME49: controle
positivo; DNA extraido de taquizoitos da cepa MEA49.

8R444]3

Rty
v
02
03
0g
05
06
Os
09
10

PM

07
0>

PM

100pb

Rty
17
e
13
5
6
by
18
9
8Q44Q1)

9
20
27

PM

100pb

o
s z &
S & I &

23
24
25
26
2>
28
29
30
37

PM

PM
100pb

Rty
32
33
3¢
36
3>
38
39
%0
%
92
%3
8p Ny

PM
100pb

9
v.
&

S & F ¥ 9 ¥ & 28 &g & & M

PM

100pb

Rty
0
36
S
S8
S9
60
105]
62
63
64
8p 4 /VCO

PM
100pb



PM

&
e
e
O¢
69
89
<9
99
89
mvm$<
Hy

Ao

PM

100pb

PM

mN¥<v@@
8
>g
&
[
I

Og

6¢

194
S¢
S¢

Hy

PM

100pb

2
(=)
S

100pb

PM

mﬁw
try
&y
ry
Iry
cww
60y
md&
<or
bQN
mwmse
Hy

%)

PM

100pb

PM

Obév@%

bww
Ser
vNN
mww
cer
NMN
ONN
6rr
%ww
4rr
bww

Hy

PM

100pb

PM

by
mMN
cer
wa
Qmw
mww
8y
Ler
mﬁ&%

Hy

s}

AN¥<v€%

PM

100pb

PM

wvw
Sk
by
&y
<ty
Ipp
QVN
QWN

PM

100pb



PM

VMN

Iy
Osy
65y
<py

mwmwe
My
e

o

Dpeveﬁ

100pb

PM

99y
59y
b9,
&9y
<9y
L9,
095
65y
&sr
<er
95r
sy

Ay

PM

100ph

PM

kww

<9p
mwuse
Ay
N>

N>
m~&<v@®

PM

100pb

PM

100pb

PM

8y
<8r
Sor
Ser
b9y
&y
csr
Ogy
6¢r
8
&r

Ao

PM

100pb

PM

QQN-
mﬁ#

M;Q,N.

67
S6r
Zs;
Oy
mv&e
Ay

N>

PM

100 pb

PM

AN¥<NRQ
an
605>
80>
<0s
90>
mdw
20>
&0,
0>

NNNW

QSW

My

PM

100 pb



PM

Ocp
6r>
%NN
<rs
.@N.W
%ww
VN.N
m,ww
Cre
953
@Nw&\
Hy

>

PM

100pb

o
o
(=
o
-



ANEXO C — PCR-RFLP
bp pm B RH ME4D VEG 1 2 3 4 g 7 8 9 10
400

300

200

bp pp B RH ME® VEG 11 1z 13 14 15 16 17 8 19

bp pm B RH  ME49 VEG 20 21 22 23 24 25 26 27

FIGURA 1 - PCRRFLF do oo SAGY com as endonucieases de restrigho Saf 887 e
Haell, erm gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de
cepasde T, gondiisoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas
Gerais (TgCTrl, TaCT8r2, TglTBr3, TeCTBrd, TgCTBrs, TgCTBr7, TgCTBrE,
TgCTBG, TgUTBrid, TolThrit, TolTBriz, TolTBri3, TolTorid4, TgCThris,
ToCTBrig, ToCTBri7, ToCTBri8, TolTBr8, TgCTBr20, TolTBr21, Tolibr2z,
TagClTBra, TglThred, TgCTRr2d, ToglTRr2e, TgCTRrZY), utlizando a5 cepas de
referéncia BH (Tipo 1), ME4E {Tipo 1) & VEG (Tipo 1), PM = marcador de peso
mioiecular (Fromega, 100ph) 8 = controle negativo, sem DNA,



bp
400

300

200

bp
400

360

200

PM B RH ME42 VEG 1 2 3 4 5 7 2 9 10

PM B RH ME4D VEG 11 12 i3 14 w17 18 18 20

PM B RH  ME49 VEG 21 22 23 24 25 6 27

FIGURA 2 - PCR-RFLP do joci 3'5AGY com a endonuclease de restricio Hhal, em gel
de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de cepas de 7
gordi isoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas Genas
{(TgCTBry, TgCTBr2, TglTErS, TglTBrd, TglTErS, TolTBr?, TglTErB, TglTEBS,
TglTBr1d, TglT8rit, TolTBri2, TglTBr3, TolTBrid, TgCTBris, TglTBriy,
TgCTHHE, TolTBEr8, ToCTEr20, ToClTBr2i, TgCTBr22, TgCTBr23, ToClTEr24,
TolTEr2s, TolTBr28, TolTEr27), utihzando as cepas de referéncia RH (Tipo 1, ME4Y
{(Tipo i) & VEG (Tipo 1. PM = marcador de peso molecular (Promega, 100pb), 8 =
controle negativo, sem DNAL



by

b

PAM B RH ME4D VEG 1 2 2 4 5 7 8 g 1o

M B RH MES VEG 11 12 i3 ¥ 18 16 o1 19

2] B RH MESS VEG 20 21 22 23 24 25 26 27

FIGURA 3 - PCR-RFLP do ool 5'SAGZ com a endonuciease de restricao Mbol, em gel
de poliacrilarmida a 5% corado com nitrato de prata, para genolipagem de cepas de T
gondi 1soladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas Gerais
{(TglTErt, TgCTEr2, ToCTBrd, TolTBrd, TglTEBrS, ToCTBr7, TglTord, TglTBHE,
TglTEr10, TglTBr1, ToCTBr12, TeCTBrid, TgCThrid, TgCToris, TglTBrig,
TgCTEr17, TgCTBri8, TglTEr14, ToCTB20, ToCTer21, TgCTBr22, TolTBr23,
ToCTHErad, TgUTBras, TglThrs, TgCTierd?), uilizando as cepas de referéncia RH
{Tipo 13, ME48 (Tipo 1) e VEG (Tipo ). PM = marcador de peso molecular (Promegs,
100pk); 8 = controle negativo, serm ONA,
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FIGURA 4 - PCR-RFLF do ooy SAGZ alt com as endonucieases de restricio Hinfl
Tagl, eroogel de poliacrilamida 3 5% corado com nitrato de prata, para genotipagermn de
cepas de 7. gondi isoladas de sangue penférico de recém nascidos do estado de Minas
Gerias {ToCTBr1, ToCThrz, ToCTord, TolTBrd, ToCTBrs, TolTBr?, TolTBrg,
ToCTRrE, TglTeril, TolTeril, TeCTBriz, TogCTEr13, TolTorid, TolTBris,
ToCTBriG, ToCTBr17, ToCTBrig, ToCTBri8, TolTBr2l, TelTBrt, TgClBriZ,
ToCTBr23, ToCTer24, TglTor2h, ToClTBriE, TolTore?), utilizando as cepas de
referéncia KH (Tipo 1), ME4Y (Tipo 1) & VEG {Tipo ). PM = marcador de peso
molecular (Promega, 100ph) B = controle negativo, sem DNA.



Bp PM B RH MEG® VEG 1 2 3 4 5 7 8 g 10

by
400

P B RH ME49 VEG 11 12 13 14 15 17 8 19

300

246

100

bp  pm B RH MES VEG 20 21 22 23 25 5 26 27
400

200

100

FIGURA § - PCR-RFLP do food SAGE com a endonuclease de restricBo Noi em gel de
poliacrilarmida 2 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de cepas de 7.
gondi isoladas de sangue periférico de recérn nascidos do estado de Minas Gerais
{(TgCT8r1, TgCTBr2, ToCTBr3, TgCTBrd, ToCTBrs, TglTer?, ToCTBE, TolTBry,
TgCTBri0, TglTBr1t, TglT8r2, TgCTBrid, TgCTBri4, TglTBrs, TglTerid,
TogCTBri8, TogCTBr18, TogCTHr20, TgCTBr2l, TolTBr22, TglTHr23, TglTerld,
TolTBred, ToglTer28, ToCTEr2T), ulilizando as cepas de referéncia BH {Tipo 1), ME4S
{Tipo H) e VEG (Tipo ). PM = marcador de peso molecular (Promega, 100ph), B =
controle negativo, sern DA,



bp  PM B RH ME4S VEG 1 2 3 4 5 7 8 8 10

bp pM B RH MBI VEG 11 12 13 14 15 16 17 18 19

bp  pm B AH MES VEG 20 2 22 23 24 2% 26 7

FIGURA & - POR-KFLP do ool BTUE com as endonucleases de restricéo BsiEl e Tad,
em gel de poliacnlamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de cepas
de 7. gondif isoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas Gerais
{TgCTBri, ToCTBr2, TglTBr3, TglTBrg, TgCTBS, ToCTB7, TolTBrE, TgCTors,
TgCTBr10, TolTEr1l, TglTBri2, TuCTBri3, TuCTBri4, TgCTBris, TgCTBrig,
TgCTBr17, TgCTENE, TgCTBri8, ToCTBr20, TgCTEr21, ToCTBr2z, TgCTBrg,
ToCTEr24, TgCTErmE, TolTEr28, TolTEr27), uwlizando as cepas de referéncia RH
{Tipo 1), ME4S (Tipo ) e VEG {Tipo 1), PM = marcador de peso molecular (Fromega,
100ph) B = controle negativo, sem DNA,
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FIGURA 7 - PCR-RFLP do oo GRAEB com a endonuciease de restricao Msel em gel de
pollacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de cepas de 7.
gonddi isoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas Gerais
{(ToCTBr1, TglTerd, TolTEr3, TolTBrd, TgCTErS, ToCTET, ToCTBEM, ToCTES,
TglTBrig, TgCTBril, TgCTBri2, TgCTBrid, ToglTEri4, TolTBr1s, TolTBrig,
TgCTEr17, TgCTiri8, TgCTBr18, TgCTBral, ToCTbr2i, ToCTBr22, TglTbrig,
TglTBr24, TglTBr25, TgCTEr28, TglTE27), utilizando as cepas de referfnoia RH
{Tipo 1), ME49 (Tipo 1) & VEG {Tipo ). PM = marcador de peso molecular (Promega,

100ph), 2 = controle negativo, sem DNA.
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PM B RH ME4S VEG 11 12 i3 14 5 B 17 i3 18

PM B RH  MEAO VEG 20 21 22 23 24 25 26 27

FIGURA 8 - PCR-FFLF do Jooi C22-8 com as endonuciesses de restrigao Bemal &
Mboll, ern gel de poliacrilarmida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de
cepasde T, gpondiiscladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas
Gerais (TgCTBr1, ToCTBrs, TgCT8r3, TglT8rd, ToClTorh, ToCThry, TolTBrd,
TgCTBrE, TgCTBrid, TglTBrit, TgCTBri2, ToCTBri3, TgCTBri4, TglTBris,
TgOTBr18, TgCTBA7, TglTBrig, ToCTBrs, TgCTBr20, TolTBr21, TolTer2Z,
TelTEr23, TglTBrzd4, TglTBr2s, TolTBEr2E, TolTBr27), utilizando as cepas de
refergéncia RH (Tipo 1), ME4S (Tipo ) & VEG (Tipo H). PM = marcador de peso
motecular (Promega, 100pb) B = controle negative, sem DA,



bp  pPm B RH ME4S VEG 1 2 3 4 5 7 8 9 10
400
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FIGURA 9 - PCR-REFLP do o/ C28-2 com as endonucieases de restriclo HovCH4EIV e
Hsal, emn gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de
cepasde 7. gondi isoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas
Gerais (TgCTBr1, TogCTHr2, ToCTBr3, TolThBrd, TgCTErb, TgCTBr?, TolTBrE,
TgCTEE, TglTBri0, TgCTBr1i, TglTBriz, TgCTBr3, TglTBrid, TgCTBris,
TaCTBr1?, TgCTBriB, TgCTBr1g, ToCTBr20, ToCTBr2Y, ToCTBriZ2, TolTBri3,
TgCTBr24, TgUTHr2s, ToglTHEE, ToCTHrZY), utilizando as cepas de referéncia HH
{Tipo 1}, ME4S (Tipo ) & VEG (Tipo H1). PM = marcador de peso molecular {(Promega,
1iph);, 8 =controle negativo, sem DNA.



bp PM B RH WMEA® VEG 1 2 3 4 5 7 B g 10

bp PM ] RH  ndedo VEG 11 12 i3 4 15 17 18 19
400

200

200

i0g

bp  pm B RH mEde VEG 20 21 22 23 24 25 % 27

FIGURA 10 - PCR-RFLP do foci L358 com as endonucleases de restricao Haelll e Nialil
erm gel de pollacriamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de cepas
de 7. gondi isoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas Gerais
{TaCTBr, TgCT8r2, TglTBr3, TolTBrd, TolTBrS, ToCTE?, ToglTEE, TglTES,
TglTeril, ToCTEril, TgCTBr12, TgCTBrld, TglTBrid, TolTBris, TolTbni?,
TgCTENE, TolTBr18, ToCTBr20, ToCTEr21, ToCTBr2Z, ToCTBr23, ToCTBr,
TgCTEr2S, TaCTBr2E, ToCTEET), utllizando as cepas de referéncia RH (Tipo 1), ME49
{Tipo ) e VEG {Tipo ). PM = marcador de peso molecular (Promega, 100pb), B =
controle negative, serm DNA.
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FIGURA 11 - PCR-RFLP do loo PKT com as endonucieases de restricao Aval & Rsal
ern gel de polizcrilamida & 5% corado com nitrato de prata, para genatipagem de cepas
de 7. gondi isoladas de sangue penfénco de recém nascidos do estado de Minas Gerais
{ToCTErt, ToCTBr2, TglTEr3, TgCTBrd, TgCTBrE, TglTBr?, TglTBrE, TglTEm,
TgCTBri0, TgCTEr1l, TolTBri2, TgCTBri3, TgCTBri4, TolTErid, TglThrt?,
TgCTEAE, TgCTBrig, TgCTBr20, TolTer2i, TolTEr22, ToglTBr23, TulTBra4,
TolTerds, ToCTers, TglTor27), utilzando as cepas de referéncia RH (Tipo 1), ME4S
{Tipo ) e VEG {Tipo ). PM = marcador de peso molecular (Promega, 100ph), B8 =
controle negativo, sem DNA.
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FIGURA 12 - PCR-RFLP do oo/ APICO com as endonucleases de restrico Afilf e Ddel,
ern gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para genotipagem de cepas
de T. gondifisoladas de sangue periférico de recém nascidos do estado de Minas Gerais
{TaCTBr1, TolTEr2, TglTBr3, ToCTBrd, TglTBrs, ToCTE?, TglTBrE, TolTErS,
ToCTBr0, TeCTBA, ToCTBr2, TolTBrid, TglTBri4, TglTBris, TyCTBrE,
TgCTEr7, ToCTENE, ToCTBNg, TgUTer20, TgCTBe2t, TgCTBr22, TuCTEr3,
TalTer2d, TgCTBr2s, TgCTBr28, TgCTBr2T), utlizando as cepas de referéneia RH
{Tipo 13, ME4S (Mipo 1) e VEG (Tipo 11}, PM = marcador de peso molecular (Promega,

100phy 8 = controle negativo, sem DNA,
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