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RESUMO

FRAZAO-TEIXEIRA, Edwards, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Agosto de 2009. Caracterizagdo genética de Toxoplasma gondii em suinos
de Campos dos Goytacazes-RJ: comparacédo das técnicas multilocus PCR-RFLP e
sequenciamento. Orientador: Prof. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira. Co-
Orientador: Prof. Jitender P. Dubey.

Cinco isolados de Toxoplasma gondii (TgPgBr1-5) de coragbes e cérebros de suinos
adquiridos a fresco do principal mercado popular de Campos dos Goytacazes, uma
cidade altamente endémica para toxoplasmose humana do norte do Estado do Rio
de Janeiro, Brasil, foram biolégica e geneticamente caracterizados através das
técnicas multilocus PCR-RFLP e seqiienciamento. Foram detectados quatro novos
genotipos, trés deles altamente patogénicos a camundongos € um nao patogénico.
Os trés gendtipos patogénicos apresentaram predominantemente alelos tipo |
(gendtipo 1) e alelos atipicos (genétipos 2 e 4) através da andlise por
seqlienciamento. Estes isolados patogénicos foram capazes de matar 100% dos
camundongos primariamente infectados, ao contrario do gendétipo nao-patogénico
(gendtipo 3), que demonstrou predominancia de alelos tipo Il e ndo foi capaz de
matar nenhum camundongo primariamente infectado. Este é o primeiro relato de
seqlienciamento de DNA de isolados de T. gondii de suinos no Brasil. Os trés
gendtipos virulentos foram letais a camundongos em menos de duas semanas apos
a inoculacao com apenas um oocisto esporulado por via oral. Para o genétipo nao
patogénico, a dose letal foi 10? oocistos esporulados. A multilocus PCR-RFLP como
€ preconizada atualmente ndo € capaz de detectar nucleotideos diferentes dos
encontrados para as linhagens clonais tipos I, 1l e lll. Isolados de T. gondii do Brasil
parecem ter maior variabilidade genética, observado pela multilocus PCR-RFLP e
confirmado pelo maior numero de alelos atipicos observados através do
sequenciamento. Desta forma, o seqienciamento € mais acurado do que a

multilocus PCR-RFLP para a caracterizagdo genética de isolados brasileiros.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, suinos, PCR, Estado do Rio de janeiro.



ABSTRACT

FRAZAO-TEIXEIRA, Edwards, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. August 2009; Genetic characterization of Toxoplasma gondii in pigs from
Campos dos Goytacazes-RJ: comparison of multiilocus PCR-RFLP and sequencing
techniques. Adviser: Professor Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira. Co-Adviser:
Professor Jitender P. Dubey.

Five Toxoplasma gondii isolates (TgPgBr1-5) from hearts and brains of pigs
purchased freshly at the main popular market of Campos dos Goytacazes, a city
highly endemic for human toxoplasmosis in Northern Rio de Janeiro State, Brazil,
were biologically and genetically characterized through multilocus PCR-RFLP and
sequencing techniques. Four new genotypes were detected, three of them highly
pathogenic to mice and one non-pathogenic. The three pathogenic genotypes
presented predominantly type | alleles (genotype 1) and atypical alleles (genotypes 2
and 4) through sequencing analysis. They killed 100% of mice infected primarily. The
non-pathogenic genotype had predominantly type Il alleles, and no mouse died after
primary infection with this genotype. This is the first report of DNA sequencing of T.
gondii isolates in pigs from Brazil. The three virulent genotypes were lethal to mice
less than two weeks after inoculation with only 1 sporulated oocyst orally. For the
non-pathogenic genotype, the lethal dose was 10® sporulated oocysts. Multilocus
PCR-RFLP as it is performed today is not capable of detecting nucleotides different
from the ones found in the clonal lineages types I, Il and lll. Brazilian isolates are
much more diversified than verified by multilocus PCR-RFLP, as genotypes
presented higher number of atypical alleles through sequencing. Therefore,
sequencing is more accurate than multilocus PCR-RFLP for the genetic

characterization of Brazilian isolates.

Key words: Toxoplasma. gondii, pigs, isolation, PCR, Rio de Janeiro state.
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1. INTRODUCAO

Até recentemente, Toxoplasma gondii era considerado clonal com muito pouca
variabilidade genética, e os isolados oriundos de seres humanos e animais eram
classificados dentro de uma das trés linhagens clonais (tipos I, Il e Ill) (DARDE et al.,
1992; HOWE e SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al., 2002a, b). No entanto, estudos
recentes indicam que os isolados do Brasil sdo biologica e geneticamente diferentes
dos isolados dos EUA e Europa (DUBEY et al, 2002; LEHMANN et al., 2006;
BELFORT-NETO et al., 2007; DUBEY et al., 2007a, b, c¢; DUBEY et al., 2008).
Linhagens clonais parecem predominar também na Africa, com prevaléncia maior
dos tipos clonais Il e Ill (VELMURUGAN et al., 2008). Gen6tipos clonais tipo Il sdo
ausentes no Brasil e h4 grande variagdo genética, com presenca de muitos alelos
atipicos (DUBEY et al., 2007 a, c; DUBEY et al., 2008; PENA et al., 2008).

A cidade de Campos dos Goytacazes, localizada na regido sudeste do Brasil
(da SILVA et al.,, 2003), € conhecida pela endemia de toxoplasmose humana e
estudos tém sido realizados com o intuito de encontrar as principais fontes de
infeccao (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; da SILVA et al., 2003; DUBEY et al., 2003;
FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2006). Estudos soroepidemiolégicos detectaram como o
principal fator associado a soropositividade humana para anticorpos anti- T. gondii a
ingestao de agua nao tratada (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003), principalmente para as
populagbes de baixa e média renda. Da Silva et al. (2003) verificaram grande
contaminagdo ambiental através do isolamento de T. gondii em coragdes e cérebros
de galinhas criadas de forma extensiva no municipio de Campos dos Goytacazes. A
partir da andlise do DNA destes isolados foi possivel detectar grande variedade
genotipica (DUBEY et al., 2008).

Estudos preliminares para detecgdo de anticorpos anti-T. gondii em bovinos e
suinos criados em regides urbanas e arredores deste municipio indicaram freqiéncia
de infeccdo alta nestes animais (FRAZAO-TEIXEIRA, 2006), confirmando a
importancia epidemioldgica do parasita na regido. Adicionalmente, Frazao-Teixeira
et al. (2006) isolaram T. gondii em 6 dos 12 cérebros de suinos comercializados in
natura no principal mercado popular da cidade, verificando assim a importancia
desta espécie animal como possivel fonte de infeccdo para humanos neste

municipio.
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Tendo em vista a necessidade de se verificar as caracteristicas genéticas dos
isolados de T. gondii de diversas fontes do municipio de Campos dos Goytacazes e
sua ligacdo com os genotipos ja caracterizados no Brasil, justifica-se um trabalho de
pesquisa que caracterize biolégica e geneticamente os isolados de T. gondii
oriundos de tecidos de suinos comercializados in natura nesta cidade. Ainda, tendo
em vista os recentes estudos que verificaram alta diversidade genética de T. gondii
para o Brasil, diferentemente de outras regides onde existem basicamente trés
genotipos principais, analises por seqlenciamento sdo necessarias para avaliar a
acuracia da técnica multilocus PCR-RFLP para caracterizar geneticamente os
isolados do Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

a) Caracterizar bioldégica e geneticamente cepas de T. gondii isoladas de
tecidos de suinos comercializados in natura no principal mercado popular do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ e compara-los a outros isolados
estudados no Brasil.

2.2. Especificos

a) Verificar a presenca de formas infectantes de T. gondii em tecidos de suinos
comercializados in natura no principal mercado popular do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ;

b) Verificar a diversidade genética de T. gondii em suinos neste municipio e a
existéncia de correlacao entre patogenicidade e gendtipo;

c) Verificar a eficacia da técnica multiiocus PCR-RFLP para a caracterizacao
genética de isolados de T. gondii circulantes no Brasil em relagdo ao

seqlenciamento.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Toxoplasma gondii

3.1.1. Taxionomia

A classificagdo taxiondmica do agente etiologico da toxoplasmose, de acordo

com Current et al. (1990) e Cavalier-Smith (1993), é:

Império: Eucariota Cavalier-Smith, 1993;

Reino: Protozoa Owen, 1858;

Filo: Apicomplexa Levine, 1970;

Classe: Sporozoazida Leukart, 1879;

Ordem: Eucoccidiorida Leukart, 1879;
Subordem: Eimeriorina Leger, 1911;

Familia: Sarcocystidae Poche, 1913;
Subfamilia: Toxoplasmatinae Bioca, 1956;
Género: Toxoplasma Nicolle e Manceaux, 1909;

Espécie: Toxoplasma gondii Nicolle e Manceaux, 1909

3.1.2. Historico

19

Alfonso Splendore foi o primeiro a detectar T. gondii em um estudo com

coelhos em 1908 no Brasil, independentemente de Nicolle e Manceaux. O

pesquisador de origem italiana observou uma patologia com quadro semelhante

ao kalazar humano e descreveu as lesdes e 0s corpusculos parasitarios

encontrados, tanto as formas livres como intracelulares. A observacdo de

Splendore ocorreu em julho de 1908, porém em outubro do mesmo ano, Nicolle e

Manceaux relataram uma descoberta semelhante em células de bago e do figado

de Ctenodactylus gundi, um roedor africano (NICOLLE e MANCEAUX, 1908).
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Segundo citacao de Oliveira (2002), um oftalmologista chamado Janki fez a
primeira descricdo de toxoplasmose congénita humana, em 1923. O paciente era
uma crianga de 11 anos de idade com hidrocefalia e cegueira, que veio a falecer.
Ao corte histoldégico do globo ocular durante a necropsia, péde observar a
presenca de formas do parasita na retina. Enquanto Torres (1927) relatou
toxoplasmose humana pela primeira vez no Rio de Janeiro ao descrever
microorganismos em cortes histolégicos do cérebro, miocardio e musculos
esqueléticos de um bebé que faleceu aos 29 dias de vida. Ele reconheceu os
organismos como semelhantes a T. gondi e a espécies do género
Encephalitozoon.

A primeira caracterizacdo de toxoplasmose fatal em recém-nascidos foi
realizada por Wolf e Cowen (1937). Dois anos mais tarde Wolf et al. (1939 e
1940) conseguiram, pela primeira vez, infectar animais com cepas isoladas de
uma lesdo do sistema nervoso central de um bebé falecido com um més de vida.
A caracterizacdo da doenca em individuos adultos foi documentada por Pinkerton
e Weinman (1940) nos EUA.

Apl6s a padronizacao de testes sorolégicos, em especial o teste de Sabin-
Feldman (SABIN e FELDMAN, 1948), pO6de-se quantificar a prevaléncia da
infecgdo por T. gondii em seres humanos e animais, confirmando mais tarde sua
ampla distribuicdo na natureza por Feldman, 1982.

Todavia, o ciclo completo do parasita s6 foi descrito em estudos realizados
por Hutchison (1965) e Dubey et al. (1970), que descreveram a transmissédo do
parasita pelas fezes de gatos e sua fase sexual no intestino destes felideos,

culminando com a producao de oocistos, caracterizando-o como um coccidio.

3.1.3. Ciclo bioldgico, fatores de risco e vias de transmissao

Dentre todas as espécies de parasitas, T. gondii destaca-se pela complexidade
do seu ciclo biolégico (DUBEY, 1994). As formas infectantes se diferenciam de

acordo com cada uma das trés fases de seu ciclo.
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No intestino do hospedeiro definitivo, a forma infectante resultante é o
esporozoita no oocisto esporulado. Este é liberado em sua forma nao esporulada
juntamente com as fezes destes animais e, no ambiente, este oocisto sofre uma
alteracdo em sua estrutura para tornar-se potencialmente infeccioso. Esta
transformagéo é catalisada pela agdo da temperatura, umidade e concentragdo de
oxigénio ambiente ideal e é chamada esporulacao (DUBEY, 1994).

O oocisto é uma importante forma de disseminagdo do parasita no meio
ambiente (da SILVA et al.,, 2003). Nesse local ele pode alcancar uma grande
variedade de hospedeiros intermediarios, onde realiza mais uma etapa de seu
desenvolvimento bioldgico. Ao ser ingerido por qualquer animal de sangue quente,
seja através de alimentos ou agua contaminados, 0 oocisto esporulado rompe-se no
intestino, liberando oito esporozoitas. Estes se dividem rapidamente nas células
intestinais e linfonodos associados e dao origem aos taquizoitas (DUBEY, 1994),
que atingem os mais variados tecidos do hospedeiro através da circulagao
sanguinea e linfatica (DUBEY e BEATTIE, 1988). Eventualmente, o parasita migra
para tecidos nervosos, musculares e hepaticos, onde se encistam. E importante
ressaltar que essa fase extra-intestinal ocorre também nos felideos (FREYRE et al.,
1989), tornando-os também hospedeiros intermediarios (Figura 1).

As formas de proliferacao rapida, os taquizoitas, responsaveis pela fase aguda
da doenca, reduzem sua velocidade de multiplicacao dentro dos cistos teciduais. Por
este motivo passam a se chamar bradizoitas. Um cisto pode abrigar até centenas de
bradizoitas e essa € a fase cronica ou latente da toxoplasmose (DUBEY, 1994).

O carnivorismo é o principal responsavel pela continuidade do ciclo biolégico a
partir dos hospedeiros intermediarios. O tecido contendo cistos teciduais, ao ser
ingerido e sob a ac&o de enzimas proteoliticas do estdbmago e do intestino delgado.
Estas enzimas digerem a parede do cisto e permitem que até centenas de
bradizoitas infectem os enterdcitos do hospedeiro. Nestas células, os bradizoitas
transformam-se novamente em taquizoitas e infectam os tecidos do hospedeiro
(DUBEY, 1994).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Toxoplasma gondii (modificado de DUBEY, 1993).

Quando os felideos ingerem cistos teciduais, o ciclo bioldégico se completa
(Figura 1). Os bradizoitas iniciam um ciclo enteroepitelial com uma fase assexuada e
outra sexuada (DUBEY, 1998). Os oocistos se formam durante a fase sexuada no
intestino apdés a fertilizacdo dos gametas femininos (macrogametas) pelos
masculinos (microgametas), de acordo com Dubey (1994).

Outra forma de transmissdo do T. gondii € através da via transplacentéria
(DUBEY, 1994), que acontece quando hospedeiros ndo imunes sao infectados
durante a gestacdo. O parasita prolifera na placenta e atinge o feto, levando a
abortamentos ou lesdes congénitas irreversiveis. A infecgao pode ocorrer ainda por
transfusdées sanguineas e transplantes de érgdos, mas ndo possuem a mesma
importancia que a ingestao de tecidos infectados (DUBEY, 1994; 1998) e agua
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003) ou alimentos contaminados com oocistos (DUBEY,

1994).
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3.2. A toxoplasmose humana no mundo

A toxoplasmose adquiriu grande importdncia com a descoberta de sua
influéncia em individuos imunocomprometidos, principalmente portadores do Virus
da Imunodeficiéncia Humana - HIV (KHAN et al., 2005). InUmeras sé&o as pesquisas
realizadas com o intuito de melhor conhecer os fatores agravantes desta relacéo e
encontrar métodos mais eficientes de diagnédstico precoce da encefalite causada
pelo parasitismo (COLOMBO et al., 2005).

Por ser uma doenga que acomete animais (ZAKI, 1995) e seres humanos
(McALLISTER, 2005) e pelas graves sequelas que podem advir da infecgdo humana
(FRICKER-HIDALGO et al., 2005), a toxoplasmose tem sido cada vez mais estudada
(BONFIOLI e OREFICE, 2005). Apesar de ser considerada uma infeccdo
oportunista, raramente apresentando manifestacbes patoldégicas graves em
individuos imunocompetentes (LUFT e REMINGTON, 1988), esta zoonose €
diagnosticada em todo o mundo (DIAS et al., 2005). Pacientes acometidos pela
infeccdo sao vistos em consultérios e enfermarias de quase todas as especialidades
médicas (WULF et al., 2005).

De todas as complicacdes que podem advir da infeccao por T. gondii, aquelas
decorrentes da transmissao mae-feto merecem especial atencdo. Em muitos casos a
infeccao pode se instalar na mae e permanecer silenciosa durante todo o periodo
gestacional, enquanto o protozoario é passado via placenta ao feto. Cermakova et
al. (2005) relataram toxoplasmose congénita em um recém-nascido cuja mae
experimentara anticorpos anti- 7. gondii dos tipos IgM, IgE e IgA em seu soro. Estas
imunoglobulinas s&o, segundo os proprios autores, os marcadores da infeccao
aguda. A detecgdo da toxoplasmose congénita no feto ocorreu através do
reconhecimento de DNA de T. gondii em seu sangue, dos marcadores de infec¢ao
aguda no soro, sinal de hidrocefalia e calcificagdo a ultra-sonografia cerebral. O
diagnéstico acurado e utilizacdo de terapia em ambos, mae e feto, levaram a
normalizagdo progressiva dos testes laboratoriais (CERMAKOVA et al., 2005).

Por outro lado, estudos consideram o impacto das novas terapias
imunossupressoras e esclarecem que a infeccdo adquirida na fase adulta pode
assumir aspectos graves (FRICKER-HIDALGO et al., 2005; KHAN et al., 2005).

Varios tém sido os relatos de toxoplasmose cerebral em individuos adultos
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(COLOMBO et al., 2005), sem mencionar as complicacdes oftalmicas (PASHANINA
et al., 2005) e até de cunho psiquiatrico (BROWN et al., 2005). A doenca é a causa
mais comum de infecgdo de retina em todo o mundo (HOLLAND, 2003). Uma
pesquisa avaliou o efeito dos tratamentos convencionais na toxoplasmose ocular
(STANFORD et al.,, 2003). Segundo estes autores, nenhuma das tentativas de
tratamento em individuos imunocompetentes mostrou efeito benéfico. Ainda, em
pesquisa realizada por Bosch-Driessen et al. (2002), que avaliaram individuos com
toxoplasmose ocular durante um longo periodo, foi possivel observar que 24% dos
olhos afetados apresentaram deficiéncias irreversiveis.

Muitos estudos apontaram a importancia de se observar as alteragdes
decorrentes da infecgdo por T. gondii em individuos que ndo apresentam disturbio
do sistema imunologico (CARME et al.,, 2002). Os principais sinais incluem
linfadenopatia, febre, fraqueza e debilidade, oftalmite e infeccbes multissistémicas
severas (DURLACH et al., 2003). Ainda, ha estudos que realizaram avaliagbes mais
complexas, passando a associar a toxoplasmose com desvios de comportamento e
personalidade (LEWEKE et al., 2004; YOLKEN et al., 2001; BROWN et al., 2005).
Trabalhos com roedores trouxeram evidéncias de alteracdo de comportamento em
animais acometidos com a parasitose (BERDOY et al.,, 1995 e 2000), cooptando
com o reconhecimento de situagcdes similares em seres humanos. Condicoes
mentais como esquizofrenia, mudanca de personalidade e inteligéncia reduzida
estdo cada vez mais sendo associadas a infecgdo por T. gondii (FLEGR et al.,
2003). Motivados pelo grande entusiasmo gerado pelas associagdes citadas, muitos
pesquisadores tém postulado varias teorias. Um exemplo é o estudo realizado por
Novotna et al. (2005) em que sdo apresentadas provas de que a alteragdo nas
caracteristicas de personalidade podem ser resultado de infec¢gdes cerebrais em
geral, e ndo em consequéncia de atividade especifica do T. gondii.

Mais recentemente, casos fatais de toxoplasmose em individuos
imunocompetentes foram relatados na Guiana Francesa, América do Sul (DEMAR et
al. 2007). Estes casos, inéditos até entdo, estdo causando discussdes em torno dos
possiveis fatores envolvidos nesta letalidade incomum. Por essas e outras razdes, a
toxoplasmose vem suscitando o interesse de muitos pesquisadores, no intuito de se
encontrar as principais fontes de infeccdo (DIAS et al., 2005). Por ser uma zoonose,
€ clara a importancia dos animais de producdo em sua disseminacao para a
populacao humana (HOGHOOGHI-RAD e AFRAA, 1993).
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3.3. A toxoplasmose humana no Brasil

Impulsionados pelas descobertas realizadas em universidades e institutos de
pesquisa em todo o mundo, pesquisadores brasileiros vém realizando trabalhos
acerca da presenca do parasita no pais, tanto no homem como em animais. Em
Brasilia, um estudo retrospectivo em 2.636 mulheres gravidas diagnosticou 17 com
toxoplasmose aguda. Destes 17 casos, 15 foram confirmados como infec¢des
primarias (NOBREGA-ODE e KARNIKOWSKI, 2005). No mesmo estudo, os autores
reportam uma soroconverséo anual de 6,4 para cada 1.000 individuos.

Em outro estudo, Vidal et al. (2005) realizaram analise prospectiva de 55 casos
com suspeita ou confirmados de toxoplasmose cerebral em pacientes HIV-positivos.
Em 19 dos casos o diagnostico da toxoplasmose levou a deteccéo de AIDS. Em 41
casos, a toxoplasmose cerebral foi a principal doenca associada a AIDS. De acordo
com outros resultados, sinais de deterioragdo neuroldgica prevéem resposta nao
favoravel ao tratamento e a administracdo do tratamento anti-retroviral altamente
ativo (HAART) parece estar relacionado a melhores indices de sobrevivéncia e
menores taxas de recidivas.

Estudo realizado por Carvalheiro et al. (2005) estimou a incidéncia da
toxoplasmose congénita no municipio de Ribeirdao Preto, Sdo Paulo. Na pesquisa,
coletaram-se amostras de sangue de 15.162 neonatos, através de adsor¢gdo em
papel filtro, que foram submetidas ao teste sorolégico para deteccao de IgM anti-T.
gondii. Do total de amostras, 15 estavam positivas. Cinco destas amostras foram
consideradas positivas para toxoplasmose congénita. Os autores ponderaram ainda
a respeito da necessidade da instauracdo de medidas preventivas contra a
toxoplasmose e que o rastreamento neonatal € possivel desde que sejam utilizados
métodos mais eficientes, pois a infeccdo congénita por T. gondii raramente €
identificada por exames clinicos de rotina.

Garweg et al. (2005) compararam a resposta imune especifica local de
individuos de Erechim, Sul do Brasil, com aqueles da Suic¢a. Os individuos tinham
toxoplasmose ocular ativa. Foram coletadas amostras pareadas de humor aquoso e
soro de 27 brasileiros e 50 suigos. Os resultados foram sugestivos de uma
deficiéncia mais pronunciada na barreira uveovascular dos pacientes brasileiros. Em

outra pesquisa, amostras de sangue de 47 trabalhadores de oito fabricas de lingtica
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no municipio de Londrina, Parana, foram analisadas e 28 (59,5%) apresentaram
anticorpos anti-T. gondii (DIAS et al., 2005). Dos 36 que trabalhavam diretamente
com a producao de linglicas, 20 (55,5%) apresentaram os anticorpos contra o
parasita, enquanto a prevaléncia para os envolvidos com outras funcdes foi de oito
em 11 (72,7%). Segundo os estudos, ndo houve significancia para o fator habito dos
trabalhadores em relacao a infecgao por T. gondii.

3.4. A toxoplasmose em Campos dos Goytacazes

A cidade de Campos dos Goytacazes (da SILVA et al., 2003) € conhecida pela
endemia de toxoplasmose humana. Estudos tém sido realizados com o intuito de
detectar as principais fontes de infec¢cdo neste municipio (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003; da SILVA et al., 2003; DUBEY et al., 2003; FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2006).
Pesquisas soroepidemiolégicos detectaram como um dos principais fatores
associados a soropositividade humana para anticorpos anti-T. gondii a ingestdo de
agua por fontes ndo tratadas (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003), principalmente para as
populagbes de baixa e média renda. Da Silva et al. (2003) verificaram grande
contaminacdo ambiental através do isolamento de T. gondii em coracdes e cérebros
de galinhas criadas de forma extensiva no municipio de Campos dos Goytacazes. A
analise do DNA destes isolados detectou grande variedade genotipica através da
multilocus PCR-RFLP (DUBEY et al., 2008). Tecidos de suinos sdo vendidos a
fresco no mercado municipal de Campos dos Goytacazes e trabalhos de pesquisa
neste tipo de estabelecimento podem apresentar bons parametros para indicar o
possivel risco de infeccdo humana (FRAZAO-TEIXEIRA et al. 2006).

3.5. Toxoplasma gondii em suinos

Cerca de um terco da populacdo humana mundial esta cronicamente infectada
com T. gondii (DUBEY e BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000). Por ser um parasita
cosmopolita (DUBEY e BEATTIE, 1988), T. gondii também é encontrado em
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diversas espécies de animais de producdo. Muitas pesquisas baseadas na presenca
de anticorpos anti-T. gondii em suinos tém revelado distribuicdo mundial do parasita
nesta espécie animal.

Em revisado recente, Dubey et al. (2009) apresentam os principais aspectos da
toxoplasmose em suinos. Os quadros 1, 2, 3 e 4 foram feitos a partir de informacdes
extraidas deste artigo. No quadro 1, pode-se observar a prevaléncia de anticorpos
anti-T. gondii em suinos de alguns paises do mundo. Dentre eles destaca-se a maior
produtora de suinos no mundo, a China (FAO, 2003), com 23,6% de
soropositividade em 338 animais estudados. Os EUA, grandes consumidores de
carne suina com 30kg per capita (FAO, 2003), apresentam soropositividade similar
(23%) em um estudo realizado em todo o pais através do MAT. E possivel observar
niveis préximos de zero, como em estudo realizado com 6.048 suinos no Canada
através do ELISA (0,74%), mas também niveis altos como em estudo realizado na
Italia (64,4%) em apenas 90 animais analisados.

No quadro 2, podem-se observar resultados sorolégicos em suinos criados na
América do Sul. O maior destaque é o Uruguai, com 70,2% de soropositividade. Os
demais paises (Chile, Peru e Argentina) apresentam um quase equilibrio nos
percentuais de soropositividade, apesar da grande variacdo no numero de animais
estudados em cada pesquisa. No Brasil sdo muitos os estudos que avaliaram a
soropositividade a anticorpos anti-T. gondii em suinos. Varios foram os testes
utilizados, mas o parasita foi detectado em pelo menos trés regides distintas (Norte,
Sul e Sudeste). Destaca-se estudo realizado com 198 suinos em Minas Gerais, onde
90,4% dos animais apresentaram contato prévio com T. gondii. Suinos da Amazo6nia
apresentaram alta soropositividade através do MAT, com 80 animais estudados. Em
Campos dos Goytacazes, Frazao-Teixeira (2006) observou que em 61 suinos, 34
eram oriundos de criagcOes familiares. Nestas criagdes, os animais eram mantidos
sem o minimo de higiene e se alimentavam predominantemente de restos de
alimentos vegetais e animais. Ainda, outras espécies animais, como aves e até
roedores, tinham livre acesso aos criadouros. O percentual de soropositividade
dentre estes 34 animais foi de 20,6% pelo teste de ELISA. Estes resultados sao
expressivos e ressaltam a importancia desta espécie animal na dispersdo de T.

gondii no municipio.



Quadro 1. Anticorpos anti- Toxoplasma gondii em suinos no mundo (citado por
DUBEY et al., 2009).

Local Autor % n Teste Titulo
China Cui et al. (1989) 23,6 338 ELISA -
EUA Dubey et al. (1991) 23 11.229 MAT  1:25
Holanda Berends et al (1991) 2,1 23.348 ELISA -
Italia Genchi et al. (1991) 64,4 90 IFA 1:40
Alemanha Fehlhaber et al. (2003) 20,5 1.005 ELISA -
Portugal De Sousa et al. (2006) 15,6 333 MAT 1:20
Canada Poljak et al. (2008) 0,74 6.048 ELISA -
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Quadro 2. Anticorpos anti- Toxoplasma gondii em suinos na América do Sul (citado
por DUBEY et al., 2009).

Local Autor % n Teste Titulo
Chile Tamayo et al. (1990) 28,1 1474 DT 1:16
Uruguai Freyre et al. (1991) 70,2 601 DT 1:16
Peru Suarez-Aranda et al. (2000) 32,3 96 ELISA -
Argentina  Venturini et al. (2004) 37,8 230 MAT 1:25

Quadro 3. Anticorpos anti- Toxoplasma gondii em suinos no Brasil (citado por
DUBEY et al., 2009).

Local Autor % N Teste Titulo
Minas Gerais Guimaraes et al. (1992) 90,4 198 IFA 1:16
g'uc: Grande do Grunspan et al. (1995) 18 200 IHA 1:64
Sao Paulo Suarez-Aranda et al. (2000) 9,6 300 ELISA
Amazobnia Cavalcante et al. (2006) 37,5 80 MAT 1:25
Parana De Moura et al. (2007) 8,54 117 IFA 1:64
Rio de Janeiro Frazdo-Teixeira (2006) 206 34 ELISA  1:100
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Quadro 4. Isolamento de Toxoplasma gondii viavel de suinos naturalmente
infectados (citado por DUBEY et al., 2009).

Pais Tipo de n Positivos  Tecidos analisados Referéncias
suino (%)
Argentina Mercado 109 14 (12,8)* Diafragma Omata et al. (1994)
Austria Mercado 253 1(0,4) 2 Cérebro, coracao, Edelhofer (1994)
diafragma
Brasil Mercado 28° 7 (25) Coracao, cérebro, Dos Santos et al. (2005)
lingua
Mercado 12 6 (50) ® Cérebro Frazao-Teixeira et al. (2006)
Linglicas 149 13(8,7)*  Linglica Dias et al. (2005)

Republica Mercado 2.447 29 (1,1)2 Cérebro, diafragma Hejlicek e Literak (1993)
Tcheca

Portugal Mercado 37° 15 (40,5) Coracao, cérebro de Sousa et al. (2006)
EUA Mercado 38° 14 (36,8)® Coragao Dubey et al. (2008);
Velmurugan et al. (2009)
Porcas 1.000 170 (17)®  Coracéo Dubey et al. (1995a) and
Velmurugan et al. (2009)
Mercado 300 29 (9,6) ° Coracao Velmurugan et al. (2009)
Mercado 55 51(92,7) ¢ Coragéo, lingua Dubey et al. (2002),

Lehmann et al. (2003)
Velmurugan et al. (2009)
Varejo  2.094 7(0,3)° Lombo Dubey et al. (2005)

?lsolamento em camundongos
® Soropositivo
°lsolamento em gatos

O parasita tem sido isolado de diversos tecidos de suinos em todo o0 mundo,
sejam aqueles oriundos de abatedouros ou de fazendas (DUBEY et al., 2009). O
sucesso do isolamento tem variado muito, provavelmente devido aos procedimentos
de prova biolégica. A prova biolégica em gatos tem sido a mais bem-sucedida,
principalmente devido a maior quantidade de tecido utilizada (500 g ou mais) em
comparagao a prova biolégica em camundongos (DUBEY et al., 2009). Outro fator
que tem aumentado a eficiéncia de isolamento é a avaliagdo soroldgica prévia dos
animais (DUBEY et al., 2009).

Dentre os isolamentos relatados no Brasil (quadro 4) destaca-se o realizado em
13 de 149 linglicas comercializadas na regiao sul (DIAS et al., 2005). As linglicas
foram preparadas com contato prévio com sal por um periodo desconhecido (< 2h).
O parasita viavel foi isolado em apenas uma amostra. Os demais isolamentos foram

confirmados através de sorologia positiva dos camundongos infectados (IFA, titulos

1:16), mas nenhum parasita viavel foi detectado. Segundo Dubey et al. (2009),
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quase metade da carne suina dos EUA ¢ injetada com sais e agua, por isso estudos
com isolamentos em abatedouros neste pais ndo fornecem boa avaliacdo do risco
de infeccédo a seres humanos. Alguns destes tratamentos matam cistos teciduais de
T. gondii.

Outros tecidos de suinos no Brasil foram analisados (quadro 4), com destaque
para a deteccado de T. gondii viavel em sete dos 28 coragdes, cérebros e linguas
(dos SANTOS et al., 2005) e seis de 12 cérebros avaliados em mercado popular de
Campos dos Goytacazes (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2006). Ainda, T. gondii foi
isolado de muitos outros tecidos de suinos no mundo (quadro 4). Com uma extensa
amostragem de 2.447 tecidos de cérebro e diafragma de suinos em idade de abate
na Republica Tcheca, Hejlicek e Literak (1993) isolaram o parasita viavel em 1,1%
(29 isolamentos). Outro estudo importante avaliou 2.094 carnes (lombo) de suinos
adquiridas a varejo em estabelecimentos comerciais ao redor dos EUA (DUBEY et
al., 2005). O resultado foi 0,3% (sete isolamentos) e provavelmente teve influéncia

do congelamento prévio, comum a carnes obtidas em supermercados e agougues.

3.6. A multilocus PCR-RFLP

A multilocus PCR-RFLP foi desenvolvida com um grupo de marcadores
moleculares capazes de distinguir as trés linhagens clonais de T. gondii (tipos |, Il, e
[Il) apds tratamento dos produtos de amplificacdo (produtos da PCR) com uma ou
duas enzimas de restricdo. Os marcadores utilizados por Su et al. (2006), capazes
de alta resolugado para caracterizagdo genética de isolados de T. gondii sdo: SAG2,
SAG3, BTUB, c22-8, c29-2, L358 e PK1. Mais recentemente o marcador SAG1 foi
introduzido a analise, constituindo hoje 10 marcadores genéticos (DUBEY et al.,
2008). Estes marcadores, seus respectivos iniciadores e enzimas de restricdo
utilizados para a distingdo dos padrdes alélicos caracteristicos dos genétipos de T.
gondii estdo contidos no quadro 5.

A caracterizagdo genética dos isolados €& entdo realizada através da
comparacao dos fragmentos de restricdo obtidos apds a digestdo dos produtos de
amplificacdo de DNA do parasita para cada locus (ou marcador) com isolados
referéncia sabidamente tipos |, Il e Ill.
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Estudos com isolados adquiridos de tecidos de suinos no Brasil foram
realizados. No entanto, os resultados apresentados até o momento foram obtidos
através da andlise de um ou no maximo quatro marcadores dos 10 atualmente
utilizados para a caracterizacdo genética de T. gondii. Na regido sul do Brasil,
endémica para toxoplasmose humana e com alta incidéncia da doenga ocular
(KHAN et al., 2006), Belfort-Neto et al. (2007) analisaram lingua e diafragmas de
suinos obtidos em abatedouros desta regido. A caracterizagdo genética de quatro
isolados através da multilocus PCR-RFLP utilizando quatro marcadores genéticos foi
feita diretamente dos tecidos sem prova biolégica. A caracterizagdo biologica é
essencial, especialmente em estudos com populagdes de T. gondii que apresentam
alta variacdo de alelos atipicos. E interessante notar que todos os isolados
analisados apresentaram alelos tipo Il para o locus BTUB, apesar de o gendétipo
clonal ser ausente para o Brasil. Outro trabalho realizado por dos Santos et al.
(2005) analisou sete isolados de T. gondii obtidos de tecidos de suinos do Estado de
Sao Paulo, também através da PCR-RFLP. No entanto este estudo utilizou apenas o
marcador SAG2, previamente descrito por Howe et al. (1997). Cinco destes isolados
foram caracterizados como tipo Ill e outros dois como tipo |. Este marcador SAG2
preconizado por Howe et al. (1997) foi substituido pelo novo SAG2, atualmente
utilizado dentre os 10 marcadores preconizados para a genotipagem de T. gondii
(PENA et al. 2008; DUBEY et al., 2008).

3.7. Os genotipos brasileiros

Com a utilizagdo da multilocus PCR-RFLP, comegou-se a perceber uma grande
diferenga genética para os gendtipos do Brasil em relagdo aos da América do Norte
e Europa. Enquanto estes ultimos apresentam-se predominantemente clonais tipos |,
Il ou 111, com maior predominancia dos genétipos Il e Ill (DARDE et al., 1992; HOWE
e SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al., 2002 a, b), os gendtipos do Brasil sdo
geneticamente mais diversificados, com praticamente auséncia de genétipos clonais
(DUBEY et al., 2002; LEHMANN et al., 2006; BELFORT-NETO et al., 2007; DUBEY
et al., 2007a, b, c; DUBEY et al., 2008). Nao s6 os gendtipos brasileiros

apresentaram combinagcdes dos alelos presentes nas linhagens clonais |, Il e lll,
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como também novos alelos ausentes em outras regides do mundo, chamados

atipicos. Ainda, apresentam auséncia do genétipo tipo Il (DUBEY et al., 2008; PENA
et al., 2008).

Quadro 5. Descricao dos iniciadores, enzimas e demais especificacoes da técnica

multilocus PCR-RFLP para caracterizagao genética de Toxoplasma gondii.

Marcador Iniciadores Tamanho Enzimas e?;?risfﬁgse Referéncia
sagy Primarios  F:GTTCTAACCACGCACCCTGAG
R:AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA 390 bp Saugs NEB4,BSA,37°C o aota)
Secundérios F:CAATGTGCACCTGTAGGAAGC Haell 60 min, gel a2,6%
R.GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG
sagp  Primérios  F:GGAACGCGAACAATGAGTTT .
R:.GCACTGTTGTCCAGGGTTTT Hinf | NEB3, BSA, 37°C o et al. (2005
546 bp Tag | 30 min, 65°C 30 Suet al (2806) )
Secundarios F:ACCCATCTGCGAAGAAAACG q min, gel a 2.5% :
R:ATTTCGACCAGCGGGAGCAC
sags  Primérios  F:CAACTCTCAGCATTGCAGCC
R:GCGCGTTGTTAGACAAGACA 225 bp Nl NEB4, BSA, 37°C  Grigg et al. (2001b)
Secunddrios F:TCTTGTCGGGTGTTCACTCA 60 min, gela2.5%  Suetal. (2006)
R:CACAAGGAGACCGAGAAGGA
grug  Primérios  FTCCAAAATGAGAGAAATCGT
R:AAATTGAAATGACGGAAGAA 411bp BsiEl NEB4, BSA, 60°C Khan et al. (2005)
Secundérios F:GAGGTCATCTCGGACGAACA Taql 60 min. gela2.5%  Suetal. (2006)
R:TTGTAGGAACACCCGGACGC
GRAg  Primérios  FATTTGTGTTTCCGAGCAGGT
R:GCACCTTCGCTTGTGGTT 344 bp Ve | NEB2, BSA, 37°C  Khan et al. (2005)
Secundarios F:TTTCCGAGCAGGTGACCT 60 min, gela2.5%  Suetal. (2006)
R-TCGCCGAAGAGTTGACATAG
wopg Primérios  FTGATGCATCCATGCGTTTAT .
R:CCTCCACTTCGGTCTCA NEB2, BSA, 37°C 1 et al. (2005)
521 bp BsmAI Mbo Il 30 min, 55°C 30 Su et al. (2006)
Secundarios F:TCTCTCTACGTGGACGCC min, gel a 2.5% '
R:AGGTGCTTGGATATTCGC
wpop  Primarios  FACCCACTGAGCGAAAAGAAA
R:AGGGTCTCTTGCGCATACAT 446 bp HpyCH4IV NEB1, BSA, 37°C Khan et al. (2005)
Secundarios F:AGTTCTGCAGAGTGTCGC Rsal 60 min, gela2.5%  Su etal. (2006)
R-TGTCTAGGAAAGAGGCGC
1358 Priméarios F:CTCTCGACTTCGCCTCTTC
R:GCAATTTCCTCGAAGACAGG 418 bp Hae Il NEB4, BSA, 37 °C  Khan et al. (2005)
Secundarios F:AGGAGGCGTAGCGCAAGT Nia il 60 min, gela2.5%  Sueetal. (2006)
R:CCCTCTGGCTGCAGTGCT
by  Primarios  F:GAAAGCTGTCCACCCTGAAA
R:AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT 803 bp Aval NEB4, BSA, 37 °C  Khan et al. (2005)
Secundarios F:CGCAAAGGGAGACAATCAGT Rsal 60 min, gela2.5%  Su etal. (2006)
R-TCATCGCTGAATCTCATTGC
ppico  Primérios  FTGGTTTTAACCCTAGATTGTGG
R:AAACGGAATTAATGAGATTTGAA 640 bp Afl Il NEB2, BSA, 37 °C Su et al. (2006)
Secundarios F:TGCAAATTCTTGAATTCTCAGTT Dde | 60 min, gel a 3%

R:GGGATTCGAACCCTTGATA
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Esta alta variedade genética permitiu aos pesquisadores ponderarem acerca do
alto indice de recombinagdo sexual do parasita na América do Sul. Esta é
possivelmente a causa da estrutura populacional atipica deste parasita neste
continente (PENA et al., 2008). Seguindo os argumentos de Lehmann et al. (2006), a
introducdo do gato doméstico na América do Sul durante o periodo da coloniza¢do
possivelmente permitiu uma explosdao genética da populacao de T. gondii nesta
regido, considerada o lugar de origem do parasita (LEHMANN et al., 2006). E de
grande interesse a investigacdo da participacdo dos genétipos de T. gondii na
toxoplasmose humana (SU et al.,, 2006). A linhagem tipo | tem sido mais
freqientemente associada a toxoplasmose congénita e ocular em seres humanos
(FUENTES et al., 2001; VALLOCHI et al., 2005; KHAN et al., 2006), no entanto estes
estudos basearam-se na analise de apenas um ou poucos marcadores genéticos.

Mais recentemente, estudos analisaram isolados de T. gondii provenientes de
galinhas e gatos de diferentes areas geogréficas do Brasil utilizando 10 marcadores
genéticos (DUBEY et al., 2008; PENA et al., 2008). As analises permitiram verificar
inumeros genotipos diferentes, e mais da metade destes gendtipos foram
associados a apenas um isolado (DUBEY et al., 2008; PENA et al.,, 2008). No
entanto, foi possivel observar a predominancia de quatro novos genoétipos
emergentes, designados Brl, Brll, Brlll e BrlV. Estes genoétipos apresentaram
caracteristicas fenotipicas distintas, sendo o tipo Brl altamente virulento a
camundongos e o tipo Brlll ndo virulento. Os tipos Brll e BrlV apresentaram

viruléncia intermediaria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecao dos acougues

Foram selecionados para o estudo agougues que comercializam carne suina in
natura para consumo humano no municipio de Campos dos Goytacazes. O critério
de selecdo dos estabelecimentos para coleta das amostras foi por conveniéncia
(PEREIRA, 1995), no principal mercado popular do municipio. Cinco agougues
participaram desta pesquisa.

4.2. Aquisicao dos tecidos de suinos

Foram adquiridos 35 amostras de tecidos de suinos, das quais 16 eram
coracOes e 19 cérebros. Os tecidos foram comprados simulando-se o contato do
consumidor com os cinco agougues estudados. Para remocao dos cérebros, um dos
vendedores dispbs-se a cortar as cabecas em troca das musculaturas da face e
tecidos adjacentes, utilizando a serra elétrica de seu estabelecimento. Os coracdes e
cérebros foram armazenados em recipientes individuais, identificados e levados ao
Laboratério de Sanidade Animal (LSA) da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) onde foram processados imediatamente.

4.3. Digestao péptica das amostras

A aplicacdo da técnica de digestdo péptica baseou-se em protocolo
previamente estabelecido por Dubey (1998), assim como o preparo do inéculo, com
algumas modificacdes. Este procedimento foi realizado no LSA.

Cada tecido foi triturado por inteiro e separadamente, utilizando-se para isso
um liquidificador de uso doméstico. Durante a trituragdo adicionou-se um volume

minimo de PBS para facilitar o procedimento. O copo do aparelho foi devidamente
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lavado entre as etapas para evitar contaminacdo entre as amostras. Foram entao
retirados 40 gramas de cada homogeneizado, que foram armazenados
individualmente em Erlenmeyers de 200ml devidamente identificados. Completou-se
o conteudo com solucdo de pepsina acida até o volume de 200ml. A pepsina acida
foi preparada com a adi¢do de 2,6 g de pepsina, 5 g de cloreto de s6dio e 7 ml de
acido cloridrico, completando-se com agua destilada até atingir um volume total de
500 ml. Com o auxilio de um peagdébmetro, estabilizou-se o pH entre 1,1 e 1,2.

O processo de digestdao foi feito com o uso de um agitador orbital
termostatizado, programado para uma temperatura de 37°C durante uma hora. Apos
este periodo, o material digerido foi passado em tamis com gaze dupla, o filtrado
distribuido em quatro tubos de 50ml e entdo centrifugados a 1800g por 10 minutos.

Ap6s a centrifugagdo, descartou-se o sobrenadante, restando apenas uma
fracdo de aproximadamente 5 ml no interior de cada tubo. Completou-se o conteudo
com solug¢do neutralizadora até atingir um volume final de 10 ml. Para o preparo da
solucdo neutralizadora (bicarbonato de sédio 1,2%) adicionaram-se 12 g de
bicarbonato de sédio e dgua destilada até atingir um litro. O pH da solugéo final foi
estabilizado em 8,3.

O conteudo total de cada um dos quatro tubos foi reunido em um Unico tubo de
50ml. Este foi centrifugado e processado a 1800g durante 20 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 5-10 ml de solugéo
de antibidtico, preparada com a adi¢cao de 100 ug/ml de estreptomicina e 1000 Ul de
penicilina (Sigma®).

4.4. Isolamento primario em camundongos

4.4.1. Inoculacao

Foram utilizados 145 camundongos suigcos fémeas, pesando entre 20 e 25 g,
oriundos do Biotério da UENF, sendo 105 utilizados para inoculagao primaria, 30
como controles para o total de 10 procedimentos de inoculagédo e 10 camundongos
inoculados para cronificagdo e envio dos cérebros ao Animal Parasitic Diseases
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Laboratory (APDL) do United States Department of Agriculture (USDA), EUA, para
realizacao das caracterizagdes biolégicas e genéticas.

Uma dose de 1 ml da suspensao contendo o produto da digestdo péptica foi
inoculada via intraperitoneal (i.p.) em grupos de 3 camundongos. Aos camundongos
controle foi administrado apenas o veiculo, PBS, pela mesma via. A utilizagado destes
camundongos para a presente pesquisa foi aprovada pela comissdao de ética da
UENF.

4.4.2. Periodo de observacao e isolamento

Cada grupo de camundongos inoculados, referente a um tecido analisado, foi
mantido em uma caixa devidamente identificada e recebeu racao prépria para a
espécie e agua ad libitum. Os animais foram observados durante seis semanas. Os
que vieram a Obito, apresentaram aumento de volume abdominal ou qualquer sinal
que sugeriu infeccao por T. gondii, foram examinados para eventual presenca do
parasita em liquido peritoneal e impressdao de érgaos em laminas, através da
observacdo ao microscopio Optico (Zeiss®) apds coloragdo com Giemsa. Os
encéfalos dos camundongos que nao apresentaram quaisquer sinais da infeccao por
T. gondii ao fim do periodo de observagédo foram examinados através de observacao

direta dos esfregacos de cérebros ao microscépico Optico e pela técnica de arrasto.

4.4.2.1. Observacao de taquizoitas em liquido peritoneal

Nos animais que morreram ou tiveram aumento de volume abdominal e sinais
como letargia, pelos ericados e olhos entreabertos, demonstrando suspeita de
toxoplasmose aguda, foi realizada lavagem peritoneal com solugédo salina 0,9%.
Uma gota do conteudo foi entdo colocada entre lamina e laminula para observacao
de formas proliferativas de T. gondii, taquizoitas, ao microscépio Optico sob o
aumento de 400x.
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4.4.2.2. Impressao de 6rgaos em laminas

Daqueles animais que vieram a o6bito ou foram eutanasiados por apresentarem
aumento de volume abdominal, foram coletadas amostras de figado, baco e pulméao.
Estas amostras passaram por um procedimento que consiste em opor fragmentos de
tecidos em laminas, desidratar com metanol por quatro minutos, corar com Giemsa e
observar ao microscopio optico sob aumento de 400X em busca de taquizoitas. Para
a coloracdo com Giemsa, cada lamina foi completamente coberta com o corante
(Azur 1l 80mg/dl + Eosinato de Azur Il 100mg/dl), através do auxilio de uma pipeta
Pasteur. Decorridos 30 minutos, as laminas foram lavadas em agua corrente para

remocao do excesso do corante e secas a temperatura ambiente.

4.4.2.3. Técnica de arrasto

Ainda acerca dos animais que nao vieram a Obito apds o fim do periodo de
observacao, fragmentos dos tecidos encefalicos foram utilizados para a observacao
de cistos cerebrais sob a técnica de arrasto. Esta técnica consiste em colocar-se um
fragmento de tecido entre duas laminas e arrastar uma sobre a outra, formando uma
camada delgada de tecido para observagao ao microscopio éptico sob o aumento de

100X apos fixacao e coloracdo com Giemsa como descrito anteriormente.

4.4.3. Eutanasia dos camundongos

A manutencdo e o manuseio dos animais, incluindo o procedimento de
eutandsia, seguiram os principios éticos em pesquisa com animais de
experimentagdo (COBEA, 2008).
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4.5. Envio dos isolados aos EUA e nova prova bioldgica

Foram descritos cinco isolados, designados TgPgBr1, TgPgBr2, TgPgBr3,
TgPgBr4 e TgPgBr5. Cada isolado foi subinoculado em dois camundongos e
aqueles que ficaram doentes receberam sulfadiazina (1mg/ml) na agua, tornaram-se
cronicamente infectados e apds 30 dias os cérebros destes animais contendo cistos
de T. gondii foram enviados ao APDL, USDA, EUA, para caracterizacao biolégica.

Os tecidos cerebrais foram removidos dos microtubos e macerados em grau e
pistilo juntamente com quatro ml de solugédo de antibidtico (item 4.3). A nova solucao
foi aspirada com uma seringa de cinco ml e deixada a temperatura ambiente durante
trinta minutos. Em seguida, a solu¢do foi inoculada subcutaneamente em dois
camundongos suicos fémeas e dois nocaute para IFN-g (Taconic Farms,
Germantown, NY). Os animais receberam racao propria para a espécie e agua ad
libitum e foram observados durante seis semanas.

Os camundongos que morreram durante o periodo de observacdo foram
analisados quanto a presenca de taquizoitas em esfregacos pulmonares ou cistos
cerebrais. Para a realizacdo de esfregacos pulmonares, um pedaco de
aproximadamente 50 mm do pulméao foi espremido sobre uma lamina de microscopia
comum com o auxilio de uma pinga para liberacao de fluido e células. Foi colocada
uma gota de solucdo salina (NaCl 0,9%) sobre o esfregaco, homogeneizando-se
com o préprio pedaco de tecido. Uma laminula foi colocada sobre o esfregago e
observada ao microscoépio 6ptico sob o aumento de 400X em busca de taquizoitas
de T. gondii. Quando dois ou mais taquizoitas foram encontrados, a amostra foi
considerada positiva.

Para a busca de cistos teciduais, um pedago de aproximadamente 10 mm do
tecido cerebral foi colocado entre lamina e laminula. O tecido foi entdo pressionado
com o auxilio de uma segunda lamina de microscopia colocada sobre a laminula, até
que uma camada fina de tecido fosse formada e entdo levada ao microscépio optico
(Zeiss®) para observagao sob um aumento de 100X.

Uma amostra de tecido pulmonar dos animais infectados de aproximadamente
50 mm foi acondicionada em tubo tipo eppendorf de 1,5 ml, devidamente identificado
e acondicionado a -20°C para futura analise de DNA do parasita. Todo o restante do

tecido foi macerado com 1 ml de solugdo salina estéril com grau e pistilo. Ao
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homogenado, foi adicionado 1,5 ml de solugdo de antibidtico (item 4.3) para
formacdo de uma solucédo final de inoculagdo contendo aproximadamente 3 ml
seguido de reinoculacdo em outros trés camundongos (1 ml/camundongo via
subcutanea). Os animais foram observados durante seis semanas e aqueles que
apresentaram sinais de toxoplasmose aguda receberam sulfadiazina (1 mg/ml) na

agua para passagem ao estado crénico da doencga.

4.6. Prova biolégica em gatos e obtencao de oocistos

Os grupos de trés camundongos cronificados (cinco grupos no total) foram
eutanasiados no décimo quinto dia ap6s a inoculacdo e suas carcacas, incluindo
visceras, tecidos musculares e cérebro, administrados via oral a cinco gatos jovens
(< 1 ano) sabidamente negativos para T. gondii, criados no biotério do USDA. Cada
gato foi inoculado com tecidos de um unico isolado de T. gondii. Estes foram
mantidos sem comida desde a véspera da inoculagdo para aumentar o apetite e
facilitar a administracao dos tecidos. Apés a inoculagéo, os animais foram mantidos
isoladamente em gaiolas apropriadas no infectério do USDA e receberam racao
propria para a espécie e agua ad libitum. As fezes foram observadas diariamente a
partir do terceiro dia para a presenca de oocistos de T. gondii como segue.

As amostras de fezes foram homogeneizadas com agua e 5-10 gramas do
conteudo foram adicionados a 50 ml de solucao de sacarose (530 gramas de agucar
comum / litro de agua). Apés homogeneizar, o conteudo foi filtrado com gaze dupla,
colocado em um tubo de 50 ml e centrifugado a 1300g / 10 minutos. Em seguida,
colocou-se uma gota do sobrenadante entre lamina e laminula para verificar a
presencga de oocistos de T. gondii ao microscépio éptico sob 0 aumento de 100X e
400x. Para as amostras positivas, 5 ml do sobrenadante foram removidos com uma
pipeta Pasteur e colocados em outro tubo de 50 ml. O tubo foi completado com agua
e centrifugado a 13009 / 15 minutos para eliminar a sacarose.

Para a concentracao dos oocistos de cada isolado, os conteudos fecais diarios
correspondentes a mesma cepa de T. gondii foram reunidos dois a dois em um
mesmo recipiente. A amostra foi homogeneizada com um pouco de agua e filtrada

como previamente descrito. Cada volume foi distribuido em quatro tubos de 250 ml,
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que foram entdo completados com agua e centrifugados a 650g / 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado, novamente completado com agua e centrifugado como
descrito. Ap6s novo descarte do sobrenadante, adicionou-se solucdo de sacarose
em um volume quatro vezes maior que a fragdo restante. O conteludo foi
homogeneizado por agitagdo manual, distribuido em tubos de 50 ml e centrifugado a
1300g / 10 minutos. Foram entdo removidos 5 ml do sobrenadante de cada tubo e
colocados em outro tubo de 50 ml (cada 5 ml para cada tubo). Os conteudos dos
tubos foram completados com agua e centrifugados a 1300g / 15 minutos. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets completados até 5 ml de &cido
sulfdrico a 2% para cada tubo, homogeneizados e agrupados no mesmo tubo de 50
ml. Os tubos referentes as concentracées dos diferentes dias do mesmo gato
inoculado foram reunidos em garrafas de 250ml devidamente identificadas e

colocadas em agitacao por no minimo dois dias para esporulacéo dos oocistos.

4.7. Infectividade e patogenicidade de oocistos a camundongos

O acido sulfarico da solucao concentrada de oocistos foi neutralizado com
solucao de hidréxido de sédio a 3,3% (contendo indicador de pH vermelho fenol a
2%). Quando havia mudanca do pH acido para neutro, a coloracdo tornava-se
alaranjada. Caso as amostras ndo fossem processadas imediatamente, estas eram
acondicionadas a 4°C. Uma gota do concentrado foi colocada com o auxilio de uma
pipeta Pasteur em um hemocitdmetro e os oocistos contados como a seguir.

Para a verificagdo do numero de oocistos / ml, o total de oocistos presentes no
primeiro quadrante do dispositivo foi contado e multiplicado por 10.000. Em seguida
foram realizadas diluicbes em série, removendo-se 0,5 ml da solucdo original e
adicionando-se a 4,5 ml de solugéo salina (NaCl) 0,9%. Para as diluigcbes seguintes,
este procedimento era repetido. No presente estudo, as diluicbes de oocistos
utilizadas foram <1, 1, 10, 10> e 10°. A quantidade de 1 ml de cada diluicido de
oocistos foi inoculada via oral a grupos de quatro camundongos, utilizando-se para
isso uma sonda de gavagem acoplada a uma seringa de 5 ml. As camas dos

camundongos foram descartadas e as gaiolas esterilizadas 24 horas apo6s a
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inoculacdo. Quatro camundongos controles negativos receberam a solugcédo salina
(NaCl) 0,9% em mesmo volume.

Os animais foram observados durante seis semanas e receberam racao propria
para a espécie e agua ad libitum. A mortalidade dos camundongos foi registrada
para cada diluicdo de oocistos administrada para cada isolado. Para os animais que
morreram, a presenga de taquizoitas de T. gondii foi verificada em linfonodos
mesentéricos como segue.

Um fragmento de aproximadamente 50 mm dos linfonodos mesentéricos foi
friccionado sobre uma Iamina de microscopia com o auxilio de uma pinga. Uma gota
de solugéo salina foi colocada sobre o esfregaco, que foi homogeneizado utilizando-
se o proprio fragmento do tecido. Colocou-se entdo uma laminula sobre o liquido e
observou-se o conteudo sob o aumento de 400X ao microscopio éptico em busca de
taquizoitas de T. gondii. A amostra era dada como positiva quando dois ou mais
parasitas eram observados na l[amina.

Os animais que nao morreram tiveram seus sangues colhidos por puncao dos
sinos orbitais com pipetas descartaveis e testados para a presenca de anticorpos
anti-T. gondii através do teste de aglutinacao modificado (MAT; titulo = 50) ou para a

presenga de cistos em tecido cerebral como previamente descrito.

4.8. Avaliacao sorolégica - MAT

O teste utilizado para a andlise dos soros dos camundongos foi o MAT,
realizado rotineiramente no APDL. Este foi conduzido em placas de 96 pogos em
forma de “U”. Os soros a serem testados foram diluidos em tampao salina fosfato
(PBS) 0,01 M pH 7,2. e a técnica realizada de acordo com o protocolo preconizado
por Desmonds e Remington (1980).

A suspensdo de antigeno foi composta de 2,5 ml de tampé&o borato pH 8,95
contendo 0,4% de albumina sérica bovina (BSA), 35 ul de 2-mercaptoetanol, 50 pl
de azul de Evans a 2mg/ml e 140 pl da suspensao de taquizoitas de T. gondii da
cepa RH inativados com formalina, obtidos do estoque do APDL. Em cada poco da
placa foram adicionados 25 pl da solucao de antigeno e 25 ul dos soros previamente

diluidos a 1:25 ou 1:50. Controles positivos e negativos também foram incluidos e a
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placa foi coberta com uma fita adesiva transparente e incubada a 37°C por 12 horas.
A leitura da reacdo baseou-se no perfil de sedimentacdo da suspensado de
taquizoitas, onde a formacdo de uma teia indica a presenca de anticorpos e a

formacao de um ponto azul no fundo do poco indica a auséncia de anticorpos.

4.9. Extracao de DNA

O DNA de T. gondii dos isolados foi extraido dos tecidos pulmonares de
camundongos infectados. O DNA do isolado TgPgBr4 foi extraido a partir de tecidos
pulmonares de camundongos nocaute infectados, pois o isolado ndo foi patogénico
a camundongos imunocompetentes. A extracdao foi realizada utilizando-se o kit
DNeasy® da Qiagen, de acordo com o protocolo do fabricante com modificagdes.

Foi utilizado o protocolo spin-column para tecidos animais (os reagentes citados
a seguir foram fornecidos pelo fabricante). O fragmento de tecido pulmonar infectado
de camundongo foi colocado em um tubo de centrifuga de 1,5 ml. Foram
adicionados 180 ul do tampao ATL e 20 pl de proteinase K, homogeneizados
vortex (Sybron® Maxi Mix Il Thermolyne) e incubados sob agitagdo em banho-maria
a 56°C (Precision® Circulating Water Bath) até que o tecido tivesse sido
completamente lisado, o que aconteceu em 25 horas. Os tubos foram
homogeneizados em vortex por 15 segundos, adicionaram-se 200 ul do tampé&o AL e
novamente foram homogeneizados em vortex. Foram adicionados 200 pl de etanol
(96 a 100%), homogeneizados em vortex novamente. E importante adicionar o
tamp&o AL e o etanol a amostra e mistura-los imediatamente através do vortex ou
pipetagem para permitir uma solugdo homogénea.

A mistura é entao pipetada (incluindo qualquer precipitado) na coluna mini spin,
acoplada a um tubo coletor de 2ml (fornecidos pelo fabricante). Os tubos foram
centrifugados a 13.200 rpm (Eppendorf® Centrifuge 5415D) e em seguida
descartaram-se os filtrados e os tubos coletores. As colunas mini spin foram
acopladas a novos tubos coletores, adicionaram-se 500 ul de tampao AW1 e foram
centrifugadas durante um minuto a 13.200 rpm. Novamente os filtrados e os tubos
coletores foram descartados. As colunas mini spin foram acopladas a novos tubos

coletores, foram adicionados 500 pl de tampao AW2 e centrifugados durante trés
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minutos a 13.200 rpm para secar a membrana DNeasy®. Foram descartados os
filtrados e os tubos coletores e as colunas mini spin acopladas a um tubo tipo
eppendorf de 1,5 ml (ndo fornecido pelo fabricante; USA Scientific®). Foram
adicionados 50 pl de tampao AE (diluido 1:10 em agua para PCR) diretamente a
membrana DNeasy®. A solugdo foi incubada & temperatura ambiente por um minuto
e centrifugada também por um minuto a 13.200 rpm para eluicdo. Foram removidos
os mesmos 50 pl e aplicados a mesma coluna novamente, utilizando-se 0 mesmo
tubo eppendorf.

O conteudo foi incubado a temperatura ambiente por um minuto e centrifugado
também por um minuto a 13.200 rpm para eluicdo. Os tubos foram identificados
apropriadamente e mantidos a -20°C até a realizagao da PCR.

4.10. A caracterizacao genética

A caracterizacao genética foi realizada através de parceria com o Laboratory of
Parasitic Diseases (LPD) do National Institutes of Health (NIH), Bethesda, EUA,
utilizando duas técnicas moleculares: a multilocus Polymerase Chain Reaction
Restriction Fragment Length Polymorphism (multiliocus PCR-RFLP) e a mutilocus

sequencing (sequenciamento).

4.10.1. A multilocus PCR-RFLP

O DNA dos cinco isolados foi amplificado através de uma nested-Polymerase
Chain Reaction (nPCR) para sete marcadores: SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, c22-8,
c29-2, e PK1. Todas as misturas e reac¢des foram preparadas dentro do fluxo laminar
(Nuaire® Biological Safety Cabinets) para evitar contaminacdo. As pipetas e a
superficie de trabalho do fluxo foram esterilizadas com cloro e toalhas de papel
descartaveis. Os volumes, concentracdes e especificacoes dos reagentes utilizados
para o preparo das solucdes mix para cada marcador molecular nas amplificacoes

primaria e secundaria estao contidos nos quadros 6 e 7.
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Os iniciadores foram mantidos a -20°C na diluicdo de 500 pmol e somente
diluidos a 50 pmol no momento da reacdo de PCR. Para a reagcado primaria foram
pipetados (Gilson® Pipetman) 47 ul da solucdo mix (quadro 7) em sete microtubos
de 0,2 ml (Axygen®) e posteriormente adicionados 3 pl de cada amostra de DNA em
cada um dos microtubos devidamente identificados, completando 50 pl de solugéo
final. A enzima Taq DNA polimerase foi previamente mantida em recipiente com gelo
e adicionada somente quando da adigdo das amostras. O programa da amplificagéo
primaria ao termociclador (Eppendorf® 5331 Mastercycler Gradient) foi estabelecido
como no quadro 8.

Para a reagdo de amplificagdo secundaria (quadro 7) o produto da reacao
primaria foi utilizado no lugar da amostra de DNA original. A exemplo da reacao
primaria, as solu¢cdes mix foram preparadas separadamente para cada marcador.
Foram entdo adicionados 49 ul destas solugdes para cada microtubo de 0,2 ml. Em
seguida foi adicionado 1 pl do produto da respectiva reagéo primaria. Os microtubos
foram devidamente identificados para cada marcador e isolado, e inseridos no
termociclador para incubacao de acordo com a mesma programacao descrita para a

reacao de amplificacdo primaria (quadro 8).

Quadro 6. Volumes, concentracdes e especificacdes dos reagentes utilizados nas

amplificacoes primarias dos isolados TgPgBr1-5 de Toxoplasma gondii.

Reagente 1reacdo 8 reacoes® Especificacoes
Tampao 10X (com MgCly) 5 ul 40 pl Sigma®
dNTPs (2mM) 5 ul 40 pl Sigma®
Iniciador F° (50 pmol) 0,5 pl 4l IDT®
Iniciador R® (50 pmol) 0,5 ul 4l IDT®

Tagq polimerase (5 U/ul) 0,5 ul 4l Sigma®
Amostra de DNA 3ul 3ul° -

Agua para PCR 35,5 ul 268 Sigma®

2 Cinco isolados TgPgBr1-5, um controle positivo, um controle negativo e calculo para uma amostra excedente.
® Iniciadores direto e reverso para a amplificagdo primaria.

° As amostras de DNA ser&o adicionadas separadamente.
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Quadro 7. Volumes, concentracdes e especificacdes dos reagentes utilizados nas

amplificacées secundarias dos isolados TgPgBri1-5 de Toxoplasma

gondii.
Reacao secundaria

Reagente 1reacdo 8 reacoes® Especificacoes
Tampé&o 10X (com MgCly) 5ul 40 pl Sigma®
dNTPs (2mM) 5 ul 40 pl Sigma®
Iniciador F° (50 pmol) 0,5 ul 4l IDT®
Iniciador R® (50 pmol) 0,5 pl 4l IDT®
Taq polimerase (5 U/ul) 0,5 ul 4l Sigma®
Produto da reagéo primaria 1 pl 1 ul° -
Agua para PCR 37,5l 300 pl Sigma®

# Ginco isolados TgPgBr1-5, um controle positivo, um controle negativo e um controle negativo para a reagéo secundaria.
® Iniciadores direto e reverso para a amplificagdo secundaria.
¢ Os produtos da reacéo de amplificacdo secundaria serédo adicionados separadamente.

Quadro 8. Programa para as amplificagbes primarias e secundarias dos isolados
TgPgBr1-5 de Toxoplasma gondii.

Numero de ciclos Temperatura Periodo
1 94°C 4 minutos
94°C 40 segundos
35 58°C 40 segundos
72°C 40 segundos
1 22°C 10 minutos
1 4°C o0

As sequéncias dos iniciadores utilizados e as especificagdes do processo de
digestao enzimatica para cada marcador molecular e leitura através de eletroforese
em gel de agarose sao descritas no quadro 5. Para a reagao de digestao enziméatica
dos produtos da reacdo secundaria, estes foram submetidos a um procedimento
com uma ou duas enzimas de restricdo (quadro 5). Onde apenas uma enzima de

restricdo foi utilizada, o mesmo volume de 4gua para PCR foi adicionado no lugar da
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segunda enzima no preparo da solucdo mix. Esta solucdo foi preparada como

especificado no quadro 9, para cada marcador separadamente.

Quadro 9. Volumes, concentracées e especificacdes dos reagentes utilizados na
digestdo enzimatica dos produtos da nPCR dos isolados TgPgBri1-5 de
Toxoplasma gondii.

Digestao enzimatica dos produtos da nPCR

Reagente 1reacdo 10 reacoes® Especificacoes
Agua para PCR 14,6 pl 146 pl Sigma®
Tampao NEB 10X° 2 ul 20 New England Biolabs ®
BSA 100X 0,2 ul 2 ul Sigma®
Enzima de restrigao 1 0,1 ul 1 pl New England Biolabs®
Enzima de restrigdo 2 0,1 pl 1ul New England Biolabs ®
Produto da nPCR 3ul 3 ul° -

2 Ginco isolados TgPgBr1-5, um controle positivo e um controle negativo.
® Tampées NEB 1, 2, 3 e 4 utilizados de acordo com especificacdes do fabricante.
¢ Os produtos da nPCR ser&o adicionados separadamente.

Foram adicionados 17 ul da solugdo mix a microtubos de 0,5 ml (Eppendorf®)
devidamente identificados para cada isolado e marcador. Foram entdo adicionados
3ul dos produtos da reagdo de amplificagdo secundaria, incubando-se as
temperaturas correspondentes (Thelco® Laboratory Incubator Precision). Apds este
periodo, 4 pl do corante 6X (Amresco® Agarose Gel Loading Dye) foram adicionados
a reacdo, os padrdes alélicos observados em gel de agarose 2-3% (Invitrogen'
Ultrapure Agarose) e revelados em cuba de eletroforese (BioRad PowerPac Basic™)
de acordo com o quadro 5.
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4.10.2. O sequienciamento

As amostras de DNA dos cinco isolados foram amplificadas através da nPCR
(como descrito no item a) para oito marcadores genéticos: SAG1, SAG3, BTUB, c22-
8, c29-2, L358, Apico e GRA6 (quadro 5) e tratadas em uma etapa adicional. Os
produtos da nPCR foram purificados usando o kit ExoSAP-IT® (USB Corporation),
como segue.

Cinco microlitros do produto da reagdo de nPCR foram adicionados a 2 ul da
solugdo ExoSAP-IT® | culminando em uma reagao final de 7 pl, e incubados a 37°C
durante 15 minutos para degradagao dos iniciadores e nucleotideos. Em seguida, a
solugao foi incubada a 80°C por 15 minutos para inativagdo da solugdo de ExoSAP-
IT®. Os produtos da PCR foram mantidos a -20°C até seu envio para
sequenciamento do DNA do parasita.

As sequléncias foram enviadas para uma companhia terceirizada que realiza
sequenciamento de forma rotineira para o LPD, NIH, sediada em Montana, EUA. As
seqliéncias foram comparadas a seqiéncias referéncias tipos |, Il e Il através de um
software para andlises de seqiiencias de DNA chamado DNASTAR® (Lasergene)
para a deteccdo dos genoétipos do parasita. Os isolados referéncia tipos I, 1l e Il
utilizados no programa para cada marcador foram: SAG1 (RH, Me49, VEG), SAG3
(RH, PRU, CEP), BTUB (RH, Me49, CTG), c22-8 (RH, PTG, CTG), c29-2 (GT1,
Me49, VEG), L358 (RH, PTG, CTG), GRA6 (RH, BEV, NED) e Apico (RH, Me49,
VEG).

Através da comparagao nucleotideo a nucleotideo das seqiiéncias de DNA dos
isolados TgPgBr1-5 com estas cepas referéncia foi possivel verificar as
semelhangcas e diferencas detalhadamente. Quando todos os nucleotideos
presentes na seqUéncia de DNA de um dos isolados foram comuns ao genotipo
referéncia tipo |, este isolado foi considerado possuidor de alelo tipo | para aquele
loci. Quando todos os nucleotideos presentes foram comuns ao gendtipo referéncia
tipo Il, este isolado foi classificado como tipo Il. Quando todos os nucleotideos foram
comuns ao genatipo tipo lll, este isolado foi classificado como tipo Ill. No entanto,
quando nucleotideos comuns aos trés genétipos foram detectados na seqtiéncia de

um isolado ao mesmo /oci, este isolado foi considerado como possuidor de um alelo
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atipico para o marcador em questdo. O mesmo ocorreu a nucleotideos diferentes

dos encontrados para quaisquer dos trés gendtipos referéncia.
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5. RESULTADOS

5.1. Prova biologica em camundongos

Cinco isolados de T. gondii foram detectados dentre os 35 tecidos de suinos
analisados e foram designados TgPgBri1-5. Os dados a respeito da infectividade e
patogenicidade a camundongos podem ser observados na tabela 1. Dois destes
isolados foram obtidos de coragdes de suinos (TgPgBr2 e TgPgBr5) e trés de
cérebros (TgPgBr1, TgPgBr3 e TgPgBr4). Todos os isolados foram obtidos de
tecidos adquiridos do mesmo agougue dentre os cinco estudados no principal
mercado popular da cidade. Todos os isolados, exceto TgPgBr4, foram letais a
100% dos camundongos infectados primariamente. Camundongos infectados com o
isolado TgPgBr4 apresentaram-se clinicamente normais ao longo de todo o periodo
de observagao. A infectividade deste isolado foi verificada através de sorologia pelo
MAT (titulo = 1:25), observacao de cistos cerebrais apos seis semanas de infeccao e
taquizoitas nos pulmdes dos camundongos nocaute mortos (tabela 1). Para os
outros isolados o diagnostico de toxoplasmose aguda foi dado através da
observacdo de taquizoitas em esfregacos pulmonares. Todos os camundongos
infectados com estes isolados morreram entre 0 112 e 152 dia apds a inoculacao
(DAIl), com excegdo de um camundongo infectado com o isolado TgPgBr2, que
morreu ao 24° DAI. Para os isolados TgPgBri1, 2, 3 e 5, dois camundongos
inoculados com tecidos cerebrais de camundongos cronicamente infectados

tornaram-se infectados e morreram.
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Tabela 1. Infectividade e patogenicidade dos isolados de Toxoplasma gondii TgPgBr1-5

a camundongos.

Ndmero da amostra Data em que os . Morto§/infectadps apos . Mortos/i_nfectados ?p(')Sb

Isolados (tecido primario) tecidos foram obtidos 'ggﬁbi%%%;grsnigg;g?ssdae ] |nocu1l?)gao c%rl oomsto1305
TgPgBr1 7 (cérebro) 01/08/2008 2/2 3/3 4/4 4/4 4/4
TgPgBr2 8 (coragéo) 01/08/2008 2/2 11 2/2 4/4 4/4
TgPgBr3 22 (cérebro) 25/08/2008 22 22 4/4 4/4 4/4
TgPgBr4 23 (coragéo) 25/08/2008 0/2° 0/0  0/4° 4/4 4/4
TgPgBr5 25 (cérebro) 25/08/2008 212 212 3/3 4/4 4/4

# De dois camundongos inoculados; todos os camundongos nocaute morreram.

® De quatro camundongos inoculados.

¢ Positivo através do MAT (titulo = 25).

9 Positivo através do MAT (titulo = 50) e através da presenca de cistos no cérebro.

Tabela 2. Periodo de sobrevivéncia dos camundongos inoculados com tecidos

primarios e oocistos dos isolados TgPgBr1-5 de Toxoplasma gondii.

Periodo de sobrevivéncia Periodo de sobrevivéncia (dias) ap6és inoculagdo com
Isolados (dias) apds inoculagdo com oocistos

tecidos primérios 1 10 10° 10°
TgPgBr1 12,12 10, 12,13 9,9,10, 10 8,9,9,9 8,889
TgPgBr2 15, 24 10 9,9 9,999 8,899
TgPgBr3 11, 14 11,19 9,10,10, 10 8,8,909 7,7,8,8
TgPgBr4 -8 - - 10, 10,12,13  7,8,8,10
TgPgBr5 11,12 9, 11 9,11, 11 89909 8,8,8,8

# Nenhum camundongo morto.

5.2. Patogenicidade dos oocistos a camundongos

Apenas um oocisto foi suficiente para matar camundongos para todos os
isolados, exceto TgPgBr4, para o qual a dose letal foi 100 vezes maior (tabela 1). A
dose infectiva para este isolado foi 10 oocistos, verificado através de sorologia por
MAT (titulo = 1:50) e presenca de cistos no cérebro apds seis semanas. Desta
forma, este isolado foi menos infectivo ou patogénico a camundongos. As doses 102
e 10° oocistos foram capazes de matar todos os camundongos infectados. O isolado
mais patogénico foi TgPgBr1, que matou 15 de todos os 16 camundongos
inoculados. As mortes dos camundongos ocorreram entre o 7% e o 13% DAI, com
excecao de um camundongo inoculado com um oocisto do isolado TgPgBr3, que
morreu no 192 DAI (tabela 2).

Para os quatro camundongos inoculados com um oocisto do isolado TgPgBr1,

trés foram infectados e trés morreram entre o 10° e o 132 DAI. Para os quatro
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camundongos inoculados com um oocisto do isolado TgPgBr2, um tornou-se
infectado e um morreu no 102 DAI. Para os quatro camundongos inoculados com um
oocisto do isolado TgPgBr3, dois tornaram-se infectados e dois morreram entre o
112 e 0 192 DAI. Para os quatro camundongos inoculados com um oocisto do isolado
TgPgBr4, nenhum se tornou infectado ou morreu. Para os quatro camundongos
inoculados com um oocisto do isolado TgPgBr5, dois tornaram-se infectados e dois
morreram entre 0 92 e 0 112 DAI (tabelas 1 e 2).

Para os quatro camundongos inoculados com 10 oocistos do isolado TgPgBr1,
todos se tornaram infectados e todos morreram entre o 9° e o 10° DAI. Para os
quatro camundongos inoculados com 10 oocistos do isolado TgPgBr2, dois
tornaram-se infectados e dois morreram no 9° DAI. Para os quatro camundongos
inoculados com 10 oocistos do isolado TgPgBr3, todos se tornaram infectados e
morreram entre 0 92 e o 10% DAI. Para os quatro camundongos inoculados com 10
oocistos do isolado TgPgBr4, todos se tornaram infectados mas nenhum morreu.
Para os quatro camundongos inoculados com 10 oocistos do isolado TgPgBr5, trés
tornaram-se infectados e trés morreram entre 0 9° e o 112 DAI. Para as doses 10° e
10°® oocistos, todos os quatro camundongos inoculados para cada um dos isolados

tornaram-se infectados e morreram entre 0 7° e 0 132 DAI (tabelas 1 e 2).

5.3. Caracterizacao genética através da multilocus PCR-RFLP

A andlise dos fragmentos de restricdo por eletroforese em gel de agarose para
os cinco isolados TgPgBr1-5 permitiu identificar quatro gendtipos, descritos na tabela
3. O gendtipo 1 inclui os isolados TgPgBr1 e 2, o gendtipo 2 o isolado TgPgBr3, o
gendtipo 3 o isolado TgPgBr4 e o gendtipo 4 o isolado TgPgBr5. Nao foi detectado
qualquer gendtipo clonal. Os isolados TgPgBr1 e 2 apresentaram os mesmos alelos
para todos os loci analisados, o que os classifica no mesmo gendétipo. Os outros
isolados apresentaram diferentes padrées alélicos para pelo menos dois /oci e todos
os genotipos apresentaram alelos atipicos através da multilocus PCR-RFLP.

Através das figuras 2-8, pode-se verificar os fragmentos de restricado apds a
digestdo com as enzimas especificas por marcador molecular para os cinco isolados

TgPgBri1-5. Para o marcador SAG1 (figura 2), pode-se observar a presenca de
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fragmentos condizentes com o alelo tipo Il/lll para os isolados TgPgBr1, 2 e 4, e
alelo atipico para os isolados TgPgBr3 e 5. Para o marcador SAG2 (figura 3), pode-
se observar a presenca de fragmentos condizentes com o alelo tipo | para os
isolados TgPgBr1, 2, 3 e 5, e alelo atipico para o isolado TgPgBr4. Para o marcador
SAGS (figura 4), pode-se observar a presenca de fragmentos condizentes com o
alelo tipo Il para todos os isolados. Para o marcador BTUB (figura 5), pode-se
observar a presenca de fragmentos condizentes com o alelo tipo | para os isolados
TgPgBr1, 2 e 3, e alelo tipo Il para os isolados TgPgBr4 e 5. Para o marcador c22-8
(figura 6), pode-se observar a presenca de fragmentos condizentes com o alelo tipo |
para o isolado TgPgBr5, alelo tipo Il para o isolado TgPgBr3, alelo tipo Il para o
isolado TgPgBr4 e alelos atipicos para os isolados TgPgBr1 e 2. Para o marcador
c29-2 (figura 7), pode-se observar a presenca de fragmentos condizentes com o
alelo tipo | para os isolados TgPgBr1, 2, 3 e 5, e alelo tipo Ill para o isolado
TgPgBr4. Para o marcador PK1 (figura 8), pode-se observar a presenca de
fragmentos condizentes com o alelo tipo | para todos os isolados.

Para os genétipos 1 e 2 foi observada predominancia de alelos tipo I. Os alelos
diferentes do tipo | detectados para o genétipo 1 foram: um tipo II/Ill, um tipo Il e um
atipico aos loci SAG1, SAG3 e c22-8, respectivamente. Para o genoétipo 2, os alelos
diferentes do tipo | foram um alelo atipico, um tipo Ill e um tipo Il aos loci SAG1,
SAGS3 e c22-8. O gendtipo 3 apresentou predominancia de alelos tipo Ill, com
excecao para os loci SAG1, SAG2 e PK1, que apresentaram um alelo tipo II/1ll, um
atipico e um tipo I, respectivamente. O gendtipo 4 apresentou predominancia de
alelos tipo I. Os alelos diferentes do tipo | para este gendtipo foram: um atipico para
o SAG1, um tipo Il para o SAG3 e um tipo Ill para BTUB (tabela 3).

Os gendtipos 1 e 2 apresentaram cinco alelos iguais para os loci SAG2, SAG3,
BTUB, c29-2 e PK1. Os gendtipos 2 e 3 apresentaram apenas dois alelos iguais,
para os loci SAG3 e PK1. Os gendtipos 3 e 4 apresentaram trés alelos iguais para 0s
loci SAG3, BTUB e PK1. Os genotipos 1 e 3 apresentaram trés alelos iguais, para os
loci SAG1, SAG3 e PK1. Os gendtipos 2 e 4 apresentaram cinco alelos iguais para
os loci SAG1, SAG2, SAG3, c29-2 e PK1, com alelos atipicos compartilhados ao loci
SAG1. Os gendtipos 1 e 4 apresentaram igualdade de alelos para os quatro loci
SAG2, SAGS, c29-2 e PK1 (tabela 3).
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Figura 2. Fragmentos de restricdo para o locus SAG1 de Toxoplasma gondii apés digestdo com as

enzimas Sal96l e Haell dos isolados TgPgBri1-5. M, marcador de peso molecular
Phix174/Haelll; 1, 1l, 1ll, DNAs referéncia tipos I, Il, 1ll; 1, 2, 3, 4, 5, DNAs dos isolados
TgPgBri-5; setas pretas, fragmentos caracteristicos de alelo tipo IlI/lll; setas vermelhas,
fragmentos caracteristicos de alelo atipico.

Figura 3. Fragmentos de restricdo para o locus SAG2 de Toxoplasma gondii apés digestdo com as
enzimas Hinfl e Tagl dos isolados TgPgBri1-5. M, marcador de peso molecular
Phix174/Haelll; 1, Il, 1ll, DNAs referéncia tipos |, Il, Ill retirados de Su et al. (2006); 1, 2, 3, 4,
5, DNAs dos isolados TgPgBr1-5; setas pretas, fragmentos caracteristicos de alelo tipo I;
setas azuis, fragmentos caracteristicos de alelo tipo IlI; seta vermelha, fragmento
caracteristico de alelo atipico.
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Figura 4. Fragmentos de restricdo para o locus SAG3 de Toxoplasma gondii apés digestdo com a
enzima Ncil dos isolados TgPgBri1-5. M, marcador de peso molecular Phix174/Haelll; I, I,
lll, DNAs referéncia tipos |, 11, lll; 1, 2, 3, 4, 5, DNAs dos isolados TgPgBr1-5; setas pretas,
fragmentos caracteristicos de alelo tipo lI.
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Figura 5. Fragmentos de restricdo para o locus BTUB de Toxoplasma gondii apés digestdao com as
enzimas BsiEl e Tagl dos isolados TgPgBri1-5. M, marcador de peso molecular
Phix174/Haelll; 1, II, 1ll, DNAs referéncia tipos I, Il, Ill; 1, 2, 3, 4, 5, DNAs dos isolados
TgPgBri1-5; setas pretas, fragmentos caracteristicos de alelo tipo |; setas azuis,
fragmentos caracteristicos de alelo tipo Ill.
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Figura 6. Fragmentos de restrigao para o locus ¢22-8 de Toxoplasma gondii apds digestdo com as
enzimas BsmAl e Mboll dos isolados TgPgBri-5. M, marcador de peso molecular
Phix174/Haelll; 1, I, lll, DNAs referéncia tipos I, II, Ill; 1, 2, 3, 4, 5, DNAs dos isolados
TgPgBri1-5; setas pretas, fragmentos caracteristicos de alelo tipo I; setas azuis,
fragmentos caracteristicos de alelo tipo Il; setas verdes, fragmentos caracteristicos de

alelo tipo lll; setas vermelhas, fragmentos caracteristicos de alelo atipico.
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Figura 7. Fragmentos de restricdo para o locus ¢29-2 de Toxoplasma gondii ap6s digestdo com as
enzimas HpyCH4IV e Rsal dos isolados TgPgBr1-5. M, marcador de peso molecular
Phix174/Haelll; 1, II, 1ll, DNAs referéncia tipos I, Il, Ill; 1, 2, 3, 4, 5, DNAs dos isolados
TgPgBri1-5; setas pretas, fragmentos caracteristicos de alelo tipo |; setas azuis,

fragmentos caracteristicos de alelo tipo Ill.
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Figura 8. Fragmentos de restricao para o locus PK1 de Toxoplasma gondii apds digestdo com as
enzimas Aval e Rsal dos isolados TgPgBr1-5. M, marcador de peso molecular
Phix174/Haelll; 1, 1I, lll, DNAs referéncia tipos I, II, lll; 1, 2, 3, 4, 5, DNAs dos isolados
TgPgBr1-5; setas pretas, fragmentos caracteristicos de alelo tipo .

5.4. Caracterizacao genética através do seqiienciamento

A caracterizacdo genética através do sequienciamento também permitiu
identificar quatro gendtipos dentre os cinco isolados estudados, como observado na
tabela 4. A igualdade de alelos para todos os /loci foi confirmada para os isolados
TgPgBri1 e 2, assim como as diferencas entre os demais isolados. A andlise das
sequiéncias também permitiu verificar a auséncia dos genoétipos clonais, mas
detectou uma maior quantidade de alelos atipicos em comparacao a multilocus PCR-
RFLP.

Observando a tabela 5 verifica-se que através do sequienciamento foram
detectados oito alelos atipicos enquanto através da multilocus PCR-RFLP foram
detectados apenas trés, para os marcadores comuns a ambas as técnicas: SAG1,
SAGS, BTUB, c22-8 e c29-2. Comparando-se ambas as técnicas para estes
marcadores em comum verifica-se que a predominancia de alelos para os genétipos
2 e 4 foi diferente. O gendtipo 1 manteve a predominancia de alelos tipo | verificada
pela multilocus PCR-RFLP, com a adicdo de um alelo tipo | ao marcador SAG1. O
gendtipo 2, predominantemente tipo | para a analise pela multilocus PCR-RFLP,
reduziu o numero de alelos tipo | de dois para um, tornando-se predominantemente
atipico, com trés alelos desta caracteristica para o seqiienciamento contra um para a

multilocus PCR-RFLP para os marcadores comuns.
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A predominancia de alelos tipo Il foi confirmada para o genétipo 3, mantendo o
namero de quatro alelos para esta caracteristica. O genoétipo 4, que possuia um
equilibrio de dois alelos tipo | e dois tipo Ill, mudou completamente sua
predominancia para atipico, passando de um alelo para quatro enquanto os alelos
tipo | e lll foram reduzidos para zero e um, respectivamente, para os marcadores
comuns (tabela 5).

Trés dos quatro gendtipos descritos nesta pesquisa (gendtipos 1, 2 e 4), como
pode ser observado na figura 9, apresentaram nucleotideos nao observados para
quaisquer linhagens clonais. Para o isolado TgPgBr1 (gendtipo 1), nucleotideos
atipicos foram detectados aos loci c22-8 (nucleotideo 24) e GRA6 (nucleotideo 171,
610, 643 e 676). Para o isolado TgPgBr3 (gendtipo 2) foram detectados nucleotideos
atipicos para os loci c29-2 (nucleotideo 9) e L358 (nucleotideos 101 e 110). Para o
isolado TgPgBr5 foram detectados nucleotideos atipicos aos /loci c29-2 (nucleotideo
9) e L358 (nucleotideos 197 e 234). E possivel observar que os isolados TgPgBr3 e
5 apresentaram modificagbes para os mesmos loci: c29-2 e L358, incluindo a
mesma modificagdo para o nucleotideo 9 ao locus c29-2 (os isolados referéncia
apresentaram uma adenina enquanto os isolados TgPgBr3 e 5 apresentaram uma
guanina) (figura 9).

A comparacgdo do numero total de alelos através de ambas as técnicas para os
marcadores comuns (tabela 5) permite observar uma reducdo do numero de alelos
tipos I, Il e lll da multilocus PCR-RFLP para o seqienciamento. Através desta
técnica, foi possivel observar um quase equilibrio no total de alelos atipicos e tipo Il
(oito e sete alelos respectivamente), diferentemente do que era estabelecido pela
RFLP (trés atipicos e oito tipo Ill) (tabela 5).

Na tabela 4 é possivel observar detalhes da andlise das seqiéncias para todos
os marcadores usados nesta técnica: SAG1, SAGS3, BTUB, c22-8, c29-2, L358,
GRA6 e Apico. O gendtipo 1 apresentou predominancia de alelos tipo | (cinco
alelos), exceto para os loci SAG3 (tipo Ill), c22-8 (atipico) e GRA6 (atipico). O
gendtipo 2 apresentou predominancia de quatro alelos atipicos (SAG1, c22-8, c29-2
e L358), mas também dois alelos tipo | (BTUB e Apico), um alelo tipo Il (SAG3) e
um tipo Il (GRAB). O gendtipo 3 apresentou predominéncia de alelos tipo Ill, exceto
para o loci SAG1 (lI/11l) e Apico (l). Finalmente, o genétipo 4 foi predominantemente

atipico (seis alelos), exceto para os marcadores SAGS3 (lll) e Apico (I).



Tabela 3. Caracterizacao genética dos isolados de Toxoplasma gondii TgPgBr1-5 através da multilocus PCR-RFLP.
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Marcadores genéticos

Genotipos Isolados SAG1 SAG2 SAG3 BTUB 228 c292 PKi  hererencias
Tipo | RH88 I I I I I I I
Tipo Il PTG /1 Il Il Il Il Il Il Dubey et al. (2008)
Tipo 11l CTG /1 ] 1 1 1 1 1
Brl TgCkBr123,124,55 79, 86, 87, 10, 98, 101, 102, 104, 144 | | " | -1 | | Dubey et al. (2008)
TgCatBr 42, 47, 53, 54, 55, 62, 71, 75 Pena et al. (2008)
Brl| TgCkBr 57, 64, 97 | I Il Il | Il I Dubey et al. (2008)
TgCatBr 39, 51, 52, 56, 61, 68, 77, 78 Pena et al. (2008)
Brll TgCkBr 11,7, 17,131, 132, 133, 134 | " " " I " " Dubey et al. (2008)
TgCatBr 58, 59, 60, 73, 74 Pena et al. (2008)
Brlv TgCkBr 81, 147, 148, 151, 154, 160, 162, 163 u-1 I Il Il u-1 | Il Dubey et al. (2008)
- TgCkBr 41, 42, 49, 60, 62 u-1 I 1l | I | | Dubey et al. (2008)
- TgCkBr 46 u-1 I 1l | I | | Dubey et al. (2008)
Genétipo 1 TgPgBr1, TgPgBr2 /1 I 1 I u-1 I I
Genétipo 2  TgPgBr3 u-1 I i I Il I I .
Gendtipo 3 TgPgBr4 /11 u-1 I 1l 1l 1l | Esta pesquisa
Geno6tipo 4  TgPgBr5 u-1 I 1 1] I I I
2 Alelos atipicos.
Tabela 4. Caracterizacao genética dos isolados de Toxoplasma gondii TgPgBr1-5 através do sequiienciamento.
Genétipos Isolados Marcadores genéticos
SAG1 SAG3 BTUB c22-8 c¢29-2 L358 Apico GRA6
Gendtipo 1 TgPgBr1, TgPgBr2 I 1] I u-1 I I I u-1
Genotipo 2 TgPgBr3 u-12 1 I u-22 u-1 u-1 I I
Genotipo 3 TgPgBr4 /11 1] 1] 1] I 1] I 1]
Genotipo 4 TgPgBr5 u-1 [l u-1 u-32 u-1 u-2 I u-2

& Alelos atipicos.
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20 30
PR T PR
GCTGCGTTTCGTTTCTTTI
c22-8 T.il’o I getgogtttogittotont
Tipo II YoLgogtLtogLttattet
’1?‘1]1:“]31.1[1 gotgogtttogtttottet
Erebr G«:TGCGT@TTCTW
TgPgBrl 170 180 600 610 620 L —— 670 680
NI PR P R I RUREA A PRTE PURYE i P i PR S R r T PR T
GGTGGTGTTAAGCAGACCCC AGGCAATAATGCT-GGGAACGGT  AGAGGTTACGGAGGCAGAG  GAGGATGACAGGCGCSCG
GRA6 Tipo I gotggtgttaagcagaccoc aggcaataatgot-ggyaacyggt  agaggttacggaggoagag gaggatgacaggoegooog
Tipo II gytggtgttaggcagaceoe AYYCARTAATYCT-JUUaAACOYT BUAYUE = ———m———————— gaggatgacaggogooog
Tipo II gatggrgr goagaccoce aggcaataat —ggyaaccgt  agaggttacgy gaggatga gegogog
TgPgBrl GGTGGTGHIC JGCAGACCCC AGGCAATAAIGT)-GGGARCGGT  AGAGGTTM(AQUGGCAGAG  GaGGATGMG5CGCGCE
- - = -’
RN EEENE RN E RS N
GTGATGTGAGAATGGATA
c29-2 Tipo I GTGATGTGAGALTGGATA
Tipo IT GTGATGTGAGAATGGATA
Tipo I GTGATGTGAGAATGGATA
TgPgBr3 GTGATGTEGGYPAATGGATA
-’
TgPgBr3
gh's 100 110 120
P T I P P B
GCTTCTCTCCCCGCTTCTCCGTCCGAALCG
L358 Tipo I gottotoctocoogottotocgicoyaaacy
Tipo IT gottototocoogottotoogtoogaaacy
Tipo III gottototogoogettotgogtoogaaacy
TgPgBr3 GCTTCTCTLGYPCGCTTCETYGTCCGAALCG
I PR T N
GTGATGTGAGALTGGATA
C29-2 Tipo 1 GTGATGTGAGALTGGATA
Tipo IT GTGATGTGAGALTGGATA
Tipo II
ToP 5 GTGATG GAATGGATA
gPgBr GTGATGTGGHAATGGATE
TgPgBr5 Sl
190 200 230 240
s len v s losvalovnely lossolsioslowuslags
TCTATCAGCGGGGTGGCCG ACGCGCAGCCGAGCGAAGG
L358 Tipo I Lotatcagoguudtggcod  acgogoagocgagogangg
Tipo IT LCLALCAgOQUIITUccd acgogoagocgagogaagg
Tipo II totatcago gtogocy acgogeagosaadgocgangy
TgPgBr5 TCTATCAGLARGGTGGCCS ACGCGCAGETPAGCSANGG

Figura 9. Nucleotideos atipicos ndo observados para os alelos clonais |, Il e |ll de Toxoplasma
gondii (circulos vermelhos) e detectados nas seqiéncias de DNA dos isolados
TgPgBri1, 3 e 5.
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Tabela 5. Distribuicdo alélica para os marcadores SAG1, SAG3, BTUB, c22-8 e c29-
2, comuns a ambas as técnicas multilocus PCR-RFLP e seqtienciamento

durante a caracterizagdo genética dos isolados de Toxoplasma gondii

TgPgBri1-5.
Alelos Genotipo 1 Genotipo 2 Genotipo 3 Genoétipo 4 Total
RFLP* Seq." RFLP Seq. RFLP Seq. RFLP Seq. RFLP Seq.

| 2 3 2 1 0 0 2 0 6 4

I 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0

m 1 1 1 1 4 4 2 1 8 7
Atipicos 1 1 1 3 0 0 1 4 3 8
i/ 1 0 0 0 1 1 0 0 2 1

? Distribuicdo dos alelos pela técnica multilocus PCR-RFLP.
® Distribuicao dos alelos pela técnica de seqlienciamento.

Os gendtipos 1 e 2 apresentaram igualdade de trés alelos (SAG3, BTUB e
Apico). Os gendtipos 2 e 3 apresentaram igualdade de apenas dois alelos (SAG3 e
Apico). Os genotipos 3 e 4 apresentaram igualdade de apenas dois alelos (SAG 3 e
Apico). Os genotipos 1 e 4 apresentaram igualdade de quatro alelos (SAG3, c22-8,
Apico e GRAB). Os gendtipos 1 e 3 apresentaram igualdade de dois alelos (SAG3 e
Apico). Os gendtipos 2 e 4 apresentaram igualdade de cinco alelos (SAG1, SAG3,
c29-2, L358 e Apico), sendo trés atipicos (SAG1, c29-2 e L358).
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6. DISCUSSAO

Os gendtipos detectados nesta pesquisa sao diferentes de qualquer outro
genodtipo ja descrito para isolados brasileiros (DUBEY et al., 2008; PENA et al.,
2008). Comparando-se os padrdes alélicos para os marcadores analisados aqui pela
multilocus PCR-RFLP com aqueles previamente descritos por Dubey et al. (2008) e
Pena et al. (2008) para galinhas e gatos de varias regides do Brasil, os gendtipos 1—
4 apresentados nesta pesquisa sdo unicos. Estes gendtipos ndo se encaixam em
nenhum dos quatro principais grupos genotipicos descritos no Brasil: tipos Brl, Brll,
Brlll e BrlV (Tabela 3). Por outro lado, o gendtipo 1 demonstrou similaridade de seis
alelos (dos sete marcadores em comum) com o genétipo Brl (SAG2, SAG3, BTUB,
c22-8, c29-2 e PK1). Ainda, o genoétipo 2 demonstrou similaridade de seis alelos
com os isolados TgCkBr 41, 42, 49, 60, 62 (SAG1, SAGS3, BTUB, c22-8, c29-2 e
PK1) e com o isolado TgCkBr 46 (SAG1, SAGS3, BTUB, c22-8, c29-2 e PK1),
descritos em galinhas no Brasil (DUBEY et al., 2008) através da multilocus PCR-
RFLP.

Na pesquisa realizada por Khan et al. (2006) isolados de casos clinicos de
toxoplasmose ocular humana e animais do Brasil foram caracterizados através da
multilocus PCR-RFLP para os marcadores 5'SAG2, 3'SAG2, BTUB, SAG3 e GRAG.
Comparando os resultados dessa pesquisa com o0s gendtipos detectados no
presente trabalho, foram verificadas similaridades para os marcadores SAGS3 (tipo
Ill) e BTUB (tipo Ill), gendtipos 3 e 4, com um gendtipo de um cdo e trés casos
humanos (um paciente com toxoplasmose recorrente, um com toxoplasmose aguda
e um que adquiriu a doenga de um surto apdés a ingestdo de carne de porco
infectada). Apesar da similaridade, estes pesquisadores utilizaram apenas dois
marcadores RFLP em comum, e hoje se sabe que nenhuma conexao concreta pode
ser feita entre os gendtipos brasileiros baseados em apenas dois marcadores
genéticos, tendo em vista as recentes descobertas utilizando-se 10 marcadores
RFLP para caracterizagdo genética de isolados brasileiros de T. gondii (DUBEY et
al., 2008; PENA et al., 2008).

O fato de todos os isolados desta pesquisa terem sido adquiridos do mesmo
acougue, dentre os cinco estudados, confirma a grande variagdo genética do

parasita nesta cidade endémica para toxoplasmose humana, € até mesmo para o
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Brasil, como descrito em outros estudos (DUBEY et al., 2007a, c; 2008; PENA et al.,
2008). Isto é reforcado pelo fato de que foram detectados quatro genotipos
diferentes dentre apenas cinco isolados. A freqiiéncia total de isolamento para todas
as amostras adquiridas foi 15,28% (5 de 35) e para as amostras adquiridas do Unico
acougue positivo foi 38,46% (5 de 13). Muitos agougueiros adquirem sua carne de
suinos criados em propriedades familiares da cidade, mas em muitos casos estes
animais sao criados pelo préprio agougueiro no quintal de sua residéncia.

A possibilidade de um alto nivel de recombinagcado sexual entre os isolados
brasileiros ja foi levantada por outros autores (FERREIRA et al., 2006) e a analise da
rede filogenética formada por estes isolados demonstrou que ela é muito reticulada,
0 que realmente sugere altos niveis de recombinagcdo dentro da populagdo do
parasita. A contaminagdo ambiental na cidade de Campos dos Goytacazes € muito
alta (da SILVA et al., 2003), o que reforca a possibilidade de alto nivel de
recombinagdo sexual do parasita na regidao, devido as grandes quantidades de
hospedeiros intermediarios que podem ser infectados e servirem como uma fonte de
infeccao a gatos (PENA et al., 2008). O numero de gatos de rua nesta cidade ¢é alto,
o que motivou o Centro de Controle de Zoonoses a iniciar um programa de controle
populacional que inclui cirurgia de esterilizagdo gratuita para animais domésticos. O
aumento do numero de gatos favorece uma maior concentracao de oocistos no meio
ambiente. O municipio sofre com constantes enchentes causadas pelo alto indice de
chuvas, o que pode levar a uma disseminagéao dos oocistos a diferentes zonas da
cidade. Consequentemente, esta disseminacao pode estar contribuindo para a maior
recombinacdao sexual de T. gondii, jA que os hospedeiros definitivos podem ter
contato com diferentes genotipos.

O municipio de Campos dos Goytacazes possui um nivel elevado de infecgao
humana, chegando a 84% de positividade para a classe socioeconémica baixa
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo
de verificar as principais rotas de infeccdo a seres humanos na cidade (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2003; da SILVA et al., 2003; DUBEY et. al., 2003; FRAZAO-
TEIXEIRA et al., 2006). Para complementar estes estudos, que analisaram fatores
de risco para infecgdo humana e a presencga do parasita em animais de producéo, é
essencial conhecer as caracteristicas genéticas dos isolados detectados, incluindo
aqueles adquiridos no ambiente e tecidos de animais criados e comercializados

nesta cidade. O gendétipo descrito para estas fontes deve ser comparado a isolados
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detectados em seres humanos para que seja possivel ter uma visdo ampla da
dispersao da toxoplasmose. Técnicas moleculares como a multilocus PCR-RFLP e o
seqlienciamento podem ajudar a encontrar conexdes entre as possiveis fontes de
infeccao e os seres humanos, especialmente o sequtienciamento.

Outros estudos com isolados adquiridos de suinos no Brasil foram realizados. A
regiao sul do Brasil é também conhecida por sua endemia de toxoplasmose humana,
com alta incidéncia da doencga ocular (KHAN et al., 2006). Belfort-Neto et al. (2007)
analisaram lingua e diafragma de suinos em abatedouros desta regido. Eles
realizaram uma analise de quatro isolados através da multilocus PCR-RFLP usando
cinco marcadores, diretamente dos tecidos sem prova biolégica. Os isolados
designados 6T, 7T, 8T e 9T apresentaram as seguintes caracteristicas genéticas:
BTUB (todos tipo Il), SAG3 (todos tipo Ill), GRAG (tipos IlI, Ill, Il e 1ll), 5°SAG2 (todos
tipo 1) e 3'SAG2 (todos tipo I). A uUnica correspondéncia destes isolados com os
caracterizados na presente pesquisa foi para o marcador SAG3. Por outro lado,
como os marcadores em comum entre ambos os estudos foram apenas dois (SAG3
e BTUB), e o estudo nao fez qualquer andlise biolégica, ndo é possivel comparar
propriamente os isolados.

A caracterizagdo biolégica é essencial, especialmente em estudos com
populacées de T. gondii que apresentam alta variacdo de alelos atipicos. Na
pesquisa de Belfort-Neto et al. (2007) é interessante notar que todos os isolados
analisados apresentaram alelos tipo Il para o locus BTUB, diferente dos genotipos
de Campos dos Goytacazes que demonstraram tipos I, I, lll e lll para este mesmo
locus. Dos gendtipos da presente pesquisa, apenas 0 genétipo 2 apresentou alelo
tipo Il (a0 marcador c22-8). Outro trabalho de dos Santos et al. (2005) analisou sete
isolados de T. gondii de tecidos de suinos do estado de Séao Paulo, através da PCR-
RFLP utilizando apenas um marcador SAG2, previamente descrito por Howe et al.
(1997). Cinco destes isolados foram caracterizados como tipo Il e os outros dois
como tipo I. Este marcador SAG2 é a reunido das andlises de dois loci (5°'SAG2 e
3'SAG2) dentro do mesmo gene SAG2. O marcador SAG2 utilizado na presente
pesquisa é diferente deste e mais eficiente, permitindo a diferenciacao dos trés tipos
clonais através da analise de apenas um locus (SU et al., 2006).

Alguns dados sobre a caracterizagcdo de isolados de T. gondii de seres
humanos no Brasil foram recentemente descritos. Ferreira et al. (2008)

caracterizaram 87 isolados de T. gondii adquiridos de sangue e fluido cérebro-
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espinhal de pacientes HIV positivos com toxoplasmose cerebral em Sao Paulo. O
estudo foi realizado com os marcadores 5°SAG2, 3'SAG2, SAG3 e GRAG6, e
caracterizou 40 isolados como tipo |, quatro como tipo Ill, 13 atipicos (ou
polimoérficos), seis tipo II/IIl, nove tipo Il e 15 ndo classificados por quaisquer
marcadores. Estes ultimos 15 isolados provavelmente tinham muitos alelos atipicos
que nao apresentavam quaisquer padrdes clonais. Adicionalmente, os autores
realizaram o sequUenciamento dos produtos da PCR para os isolados polimorficos e
tipo Il ao marcador SAG 3 e detectaram que estes isolados apresentavam
polimorfismo para os arquétipos clonais.

Este é o primeiro seqlenciamento de isolados de T. gondii de suinos
brasileiros. Os dados desta pesquisa estdo de acordo com a afirmacéo de Dubey et
al. (2008) que sugerem a existéncia de muitos outros genotipos unicos circulando no
ambiente, detectaveis para as diferentes espécies hospedeiras. Os quatro genoétipos
detectados nesta pesquisa apresentam nao apenas algumas diferengas alélicas
entre eles, mas também diferencas nas predominancias destes alelos. Foram
observadas trés predominancias alélicas entre estes isolados: tipo I, tipo lll e atipica.
O gendtipo 1 apresentou predominancia de alelos tipo |, confirmado tanto pela
multilocus PCR-RFLP como pelo seqienciamento. Através do sequienciamento, os
gendtipos 2 e 4 apresentaram predominancia de alelos atipicos, enquanto o
gendtipo 3 foi considerado predominantemente tipo Ill para ambas as técnicas
(tabela 5). Um alelo tipo Il foi detectado para o genétipo 2 ao marcador GRA6
através do seqienciamento (Tabela 4) e ao marcador c22-8 através da RFLP
(Tabela 3). No entanto, este alelo tipo Il a RFLP foi re-caracterizado através do
seqlienciamento como sendo um alelo atipico. Ambas as técnicas serdo
comparadas mais adiante nesta discussao.

Os gendtipos 2 e 4 apresentaram grande similaridade quando comparados.
Além de quatro alelos de similaridade, estes dois genétipos apresentaram alelos
atipicos para os loci SAG1, c22-8, c29-2 e L358 através do sequienciamento (tabela
4). Adicionalmente, estes gendtipos apresentaram alta patogenicidade a
camundongos e como ambos os isolados foram obtidos de tecidos de suinos
adquiridos do mesmo agougue no mesmo dia de amostragem isto pode representar
sinal de recombinacao sexual recente.

Os isolados TgPgBr 1 e 2, classificados nesta pesquisa como sendo do mesmo

gendtipo parecem pertencer a tecidos do mesmo hospedeiro. A evidéncia para isso
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esta no fato de que os tecidos de onde estes isolados foram obtidos (um cérebro e
um coracao) foram adquiridos do mesmo agougue no mesmo dia de amostragem
(tabela 1). Em adicao, os isolados foram igualmente patogénicos a camundongos
(Tabelas 1 e 2).

Outra importante observagao é que o gendtipo 2 apresentou alelos tipo Il, e a
presenca deste alelo é um importante achado que prova que, embora as linhagens
clonais tipo Il de T. gondii nunca tenham sido detectadas no Brasil, alelos desta
linhagem circulam na natureza. Outros alelos tipo |l foram detectados em trés dos
quatro principais genétipos do Brasil (Brll, Brlll e BrlV), mas tendo em vista os dados
apresentados nesta tese, estes alelos precisam de confirmacdo através de
sequenciamento (DUBEY et al., 2008; PENA et al., 2008).

Em pesquisas de caracterizagcdo genética de isolados com tamanha variagao
genética é importante saber quais marcadores foram mais eficientes para detectar
alelos atipicos através de ambas as técnicas. Para RFLP, os marcadores que
permitiram a deteccao de alelos atipicos foram SAG1 (dois alelos atipicos), SAG2
(um alelo atipico) e c22-8 (um alelo atipico). Para o sequienciamento, os marcadores
que permitiram melhor identificacdo dos alelos atipicos foram GRAG6 (irés alelos
atipicos), SAG1 (dois 2 alelos atipicos), c22-8 (irés alelos atipicos), c29-2 (dois
alelos atipicos), L358 (dois alelos atipicos) e BTUB (1um alelo atipico). Comparando
ambas as técnicas para os marcadores em comum SAG1, SAG3, BTUB, c22-8 e
c29-2, observou-se que dois marcadores que ndo permitiram a deteccado de alelos
atipicos através da RFLP foram capazes de fazé-lo através do sequenciamento.
Estes marcadores foram BTUB, que detectou 1 alelo atipico para o genétipo 4; e
c29-2, que detectou 2 alelos atipicos para os gendtipos 2 e 4. Estes marcadores
deveriam ser analisados em estudos futuros com um maior numero de isolados
brasileiros com o objetivo de determinar um padrdo nucleotidico que permita definir
enzimas de restricdo que poderiam melhor distinguir genétipos atipicos na regiao
estudada e até mesmo Brasil através da multilocus PCR-RFLP.

Ainda, baseado em divergéncias encontradas entre a RFLP e o
seqlienciamento para a caracterizacdo genética dos isolados neste estudo, o
seqlienciamento dos grupos genotipicos predominantes no Brasil Brl, Brll, Brlll e
BrlV (DUBEY et al., 2008; PENA et al., 2008) deve permitir uma melhora na acuracia
da RFLP para a distincdo de gendtipos brasileiros. Outra conseqiiéncia deste

seqlienciamento poderia ser a completa modificacdo dos padroes alélicos
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encontrados para os quatro principais genétipos do Brasil, como observado para os
isolados apresentados na presente pesquisa.

Os trés tipos clonais |, Il e Il diferem marcadamente em sua patogenicidade a
camundongos. Os isolados tipo | sdo mais virulentos do que os tipos Il e lll e esta
viruléncia € geneticamente controlada (HOWE et al., 1996; GRIGG et al., 2001; SU
et al., 2002). Foi verificada uma correlacdo dos genétipos com os fenoétipos para os
quatro gendtipos detectados na presente pesquisa. O gendtipo 1, que apresentou
predominantemente alelos tipo | foi também altamente patogénico a camundongos,
pois foi capaz de matar 100% dos camundongos infectados primariamente e 50%
dos camundongos inoculados com apenas um oocisto deste gendtipo, como
observado na tabela 1. Esta mesma patogenicidade foi verificada para os gendtipos
2 e 4, mas estes apresentaram predominancia de alelos atipicos através do
seqlienciamento (tabelas 1 e 4). Para estes trés genétipos 1, 2 e 4 a dose de um
oocisto foi letal a camundongos predominantemente durante as primeiras duas
semanas apds a inoculacao (tabela 2), consistente com a alta patogenicidade
observada para a linhagem tipo I. O genétipo 3 apresentou predominancia de alelos
tipo Il para ambas as técnicas moleculares e as caracteristicas fenotipicas seguiram
a menor patogenicidade a camundongos, comum a isolados clonais tipo Il (tabelas
1, 2 e 3). Este gendtipo ndo foi capaz de matar camundongos primariamente
inoculados e a dose letal de oocistos foi 10® (tabela 1). Desta forma, as
predominancias de alelos tipos | e lll mantiveram suas caracteristicas fenotipicas a
camundongos, verificada por outros autores (HOWE et al.,, 1996; GRIGG et al.,
2001; SU et al., 2002). Por outro lado, foi verificado que a predominancia de alelos
atipicos também estava associada a alta patogenicidade a camundongos. Embora
existam poucos estudos que mostrem qualquer correlagdo entre os genoétipos
atipicos de T. gondii e a toxoplasmose severa em seres humanos, casos da doenca
em pacientes imunocompetentes na Guiana Francesa ou Suriname (CARME et al.,
2002; DEMAR et al., 2007) e outros casos de toxoplasmose congénita (AJZENBERG
et al., 2002b) sdo mais freqlientemente associados a gendtipos atipicos. E
interessante notar que, para os genétipos 1, 2 e 4, todos os camundongos
infectados morreram. Pena et al. (2008) afirmaram, baseados em muitos estudos,
que os isolados descritos em muitos estados brasileiros e classificados no mesmo
gendtipo apresentaram viruléncia similar, e isto é outra evidéncia de que o fenétipo

de T. gondii esta associado com o gendtipo.
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O seqlenciamento permite a observacdo de diferencas genéticas de
nucleotideo a nucleotideo, e desta forma é muito mais acurada para diferenciar os
isolados detectados no Brasil, pois estes tém um alto nivel de recombinacao
genética. A multilocus PCR-RFLP como é realizada em estudos de caracterizagéo
genética de T. gondii permite apenas a deteccéo dos sitios de digestdo das enzimas
de restricao, preconizado pela analise das linhagens clonais presentes em isolados
da América do Norte, Europa e Africa. Desta forma, é capaz de detectar
polimorfismos, mas ndo mononucleotideos atipicos comuns a genétipos da América
do Sul, especialmente Brasil, como observado no presente trabalho (figura 9). Pena
et al. (2008) discutem que novos sequUenciamentos deveriam ser realizados com
isolados brasileiros com o objetivo de melhorar a multilocus PCR-RFLP para adapta-
la a caracterizagao de isolados desta regidao. A vantagem da multilocus PCR-RFLP &
que ela é uma técnica facil de ser realizada e com boa resolucao (SU et al., 2006),
gerando informacao valiosa para revelar a diversidade de T. gondii (PENA et al.,
2008). No entanto, novos genétipos brasileiros sdo descobertos a cada pesquisa e
pelo que se pode observar neste trabalho de pesquisa através do seqliienciamento o
parasita € muito mais diversificado do que verificado pela multilocus PCR-RFLP
(tabelas 4 e 5, figura 9). Apesar de Pena et al. (2008) terem detectado a
predominancia de quatro gendtipos principais no Brasil, existem muitos outros
genodtipos e uma grande quantidade destes sdo representados por apenas um
isolado, como observado na presente pesquisa e outras (DUBEY et al., 2008; PENA
et al., 2008). O sequenciamento € capaz de distinguir com precisdo os genotipos
brasileiros e, como foi verificado nesta pesquisa, com maior acuracia em
comparacao a RFLP. Comparando o total de alelos atipicos detectados através da
RFLP para os marcadores SAG1, SAG3, BTUB, c22-8 e c29-2 (trés alelos atipicos)
com o total de alelos atipicos detectados através do seqlenciamento para os
mesmos marcadores (oito alelos atipicos), torna-se evidente o poder analitico da
ultima técnica (tabela 5). Um exemplo desta alta acuracia é o genétipo 2, para o qual
a RFLP foi capaz de detectar um alelo atipico ao marcador SAG1, confirmado pelo
seqlienciamento, porém outros nucleotideos atipicos foram também detectados para
os loci c22-8, c29-2 e L358 pelo seqlenciamento. Isto € um exemplo da diversidade
genética deste gendtipo. O gendtipo 4 apresentou a maior quantidade de alelos
atipicos, seis no total para os loci SAG1, BTUB, c22-8, c29-2, L358 e GRAG6 através

da analise das seqléncias.
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Ferreira et al. (2008), estudando isolados de T. gondii em seres humanos
verificaram a alta capacidade de discriminacdo do seqienciamento ao observar que
isolados classificados como tipo Il através da RFLP apresentaram varios
polimorfismos para o marcador SAG3 através do seqlenciamento. Desta forma, de
acordo com Pena et al. (2008), e baseado nos resultados do presente trabalho de
pesquisa, a multilocus PCR-RFLP do jeito que ela é realizada nesta pesquisa esta
subestimando a verdadeira diversidade da populagédo de T. gondii na América do
Sul, especialmente Brasil.

Os gendtipos atipicos detectados nesta pesquisa nao sdo formados por apenas
um grupo de polimorfismos contendo alelos previamente verificados para as
linhagens clonais de T. gondii. Trés dos quatro gendtipos descritos nesta pesquisa
(gendtipos 1, 2 e 4), como pode ser observado na figura 9, apresentaram
nucleotideos ndo observados para quaisquer linhagens clonais. Esta é mais uma
evidéncia da variagdo genética de T. gondii no Brasil e mais especificamente em
Campos dos Goytacazes. Nesta pesquisa, nucleotideos deste tipo foram detectados
em todos os gendtipos que apresentaram alelos atipicos (genoétipos 1, 2 € 4). Os
isolados TgPgBr3 e 5 apresentaram modificagdes para os mesmos loci: c29-2 e
L358, incluindo a mesma modificacdo para o nucleotideo 9 ao locus ¢c29-2 (os
isolados referéncia apresentaram uma adenina enquanto os isolados TgPgBr3 e 5
apresentaram uma guanina) (figura 9). Em vista do fato destes isolados serem
provenientes do mesmo agougue no mesmo dia de coleta, esta semelhanca
nucleotidica atipica pode representar uma recombinagao genética recente entre as

linhagens da mesma regiao onde os suinos foram criados.
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7. CONCLUSOES

Os isolados apresentaram alta variagdo genética e os gendtipos detectados
nesta pesquisa sao unicos. O seqlenciamento aumentou a capacidade de
identificacdo dos marcadores BTUB e ¢29-2 para alelos atipicos em comparacao ao
seu uso em estudos com a multilocus PCR-RFLP. A presencga de alelos atipicos foi
correlacionada positivamente com a alta patogenicidade a camundongos e o0s
gendtipos foram fortemente correlacionados com os fendtipos. A multilocus PCR-
RFLP do jeito que ela é realizada hoje ndo € capaz de detectar nucleotideos
atipicos. Os isolados brasileiros sdo mais diversificados do que verificado pela
multilocus PCR-RFLP, pois os genétipos apresentaram maior numero de alelos
atipicos através do sequenciamento. Desta forma, o seqlienciamento € mais preciso
do que a multilocus PCR-RFLP para a caracterizagdo genética de isolados
brasileiros.
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