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RESUMO

Este estudo investigou as caracteristicas genéticas de amostras de
Toxoplasma gondii provenientes de 62 pacientes com toxoplasmose no estado de
Sado Paulo, Brasil. Amostras de DNA foram isoladas de sangue, liquido
cefalorraquidiano e liquido amnidtico de 25 pacientes com toxoplasmose cerebral e
AIDS, 2 pacientes com toxoplasmose aguda, 12 pacientes com toxoplasmose ocular,
6 recém-nascidos com toxoplasmose congénita e 17 mulheres gravidas com infecgcéo
aguda. O diagnéstico da toxoplasmose foi baseado em caracteristicas clinicas,
radiolégicas e laboratoriais. A genotipagem foi realizada por multilocus PCR-RFLP
incluindo os marcadores SAG1, SAG2 (5'- SAG2 e 3'-SAGZ2, alt.SAG2) SAG3, BTUB,
GRAB, C22-8, C29-2, L358, PK1 e APICO. Entre as 62 amostras clinicas, 20 (32%)
foram genotipadas com sucesso em 8 ou mais loci génicos, e somente estas
comparadas com exames clinicos e laboratoriais. As outras 42 amostras (68%)
obtiveram resultado em até 7 loci génicos. Dentre as 20 amostras, trés genotipos
foram identificados e comparados aos listados no ToxoDB. Dezoito (90%) amostras
pertencem ao genotipo ToxoDB # 65 e as outras duas amostras foram identificadas
com os gendtipos ToxoDB # 6 e # 71, respectivamente (http://toxodb.org/toxo/). Os
pacientes portadores de genotipos # 6 e # 71 tiveram toxoplasmose cerebral atipica e
severa caracterizada por encefalite difusa sem lesdes cerebrais expansivas. Estes
resultados indicam que o gendtipo # 65 de T. gondii podem ter uma alta frequéncia na
toxoplasmose humana no Estado de S&o Paulo, Brasil. Este achado incomum
destaca a necessidade de investigar a possivel associacdo dos genoétipos do parasita

com toxoplasmose humana.
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ABSTRACT

This study investigated the genetic characteristics of Toxoplasma gondii
samples collected from 62 patients with toxoplasmosis in Sao Paulo State, Brazil. DNA
samples were isolated from blood, cerebrospinal fluid and amniotic fluids of 25
patients with cerebral toxoplasmosis and AIDS, 2 patients with acute toxoplasmosis,
12 patients with ocular toxoplasmosis, 6 newborns with congenital toxoplasmosis and
17 pregnant women with acute infection. Diagnosis of toxoplasmosis was based in
clinical, radiological and laboratory features. Genotyping was performed using
multilocus PCR-RFLP genetic markers including SAG1, SAG2 (5'- SAG2 and 3'-
SAG2, alt. SAG2) SAG3, BTUB, GRAG6, C22-8, c29-2, L358, PK1 and Apico. Among
the 62 clinical samples, 20 (32%) were successfully genotyped at 8 or more genetic
loci, and only these compared with clinical and laboratory features. The other 42 (68%)
had resulted in until 7 genetic loci. Among 20 samples, three genotypes were identified
and compared to those listed in ToxoDB. Eighteen (90%) samples belonged to
ToxoDB Genotype #65 and the other two samples were identified as ToxoDB
Genotypes #6 and #71, respectively (http://toxodb.org/toxo/). Patients presenting
Genotypes #6 and #71 had severe and atypical cerebral toxoplasmosis, characterized
by diffuse encephalitis without extensive brain lesions. These results indicate that T.
gondii Genotype #65 may have a high frequency in causing human toxoplasmosis in
Sao Paulo State, Brazil. This unusual finding highlights the need to investigate the

possible association of parasite genotypes with human toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii foi descrito por Alfonso Splendore no Brasil em
1908, parasitando coelhos no laboratério da Faculdade de Medicina de Séo Paulo.
Simultaneamente por Nicolle e Manceaux no Instituto Pasteur da Tunisia, em
células mononucleares de figado e baco de roedores africanos (Ctenodactylus
gundi) (apud Neves, 1994; apud Dubey, 2008).

Janku um oftalmologista descreveu o primeiro caso reconhecido em
humanos em 1923 na cidade de Praga, onde evidenciou a presenca de parasitas
na retina de uma crianca com 11 meses de idade com hidrocefalia e coriorretinite.
Wolf e Cowan em 1937 relataram casos de toxoplasmose em lactentes jovens,
confirmando a ocorréncia da passagem transplacentaria por meio da inoculagéo
de fragmentos da placenta em camundongos de laboratério e obtendo o
isolamento do parasita (apud Dubey, 2008).

Sabin e Feldman em 1948 criaram o “dye test,” permitindo o estudo de
aspectos clinicos e epidemiolégicos da doenca. Demonstraram que T. gondii é a
causa de uma infeccdo em seres humanos altamente disseminada (apud
Remington et al., 2005).

Quanto a taxonomia o parasito pertence ao Reino Protista, Subreino
Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse Cocccidia, Ordem
Eucoccidia, Subordem  Eimeriina, Familia  Sarcocystidae,  Subfamilia
Toxoplasmatinae (Levine 1977; Levine 1980), Género Toxoplasma e Espécie
Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909).

Toxoplasma gondii é caracterizado pela presenca do complexo apical
composto de organelas secretorias especializadas como: roptrias, micronemas e
granulos densos; e de elementos do citoesqueleto, dentre eles o condide, anéis
polares e microtubulos subpeliculares (Soldati e Meissner, 2004). Outra estrutura
tipica do parasito € uma organela denominada apicoplasto envolta por quatro
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membranas e localizada na regido anterior ao nucleo (Figura 1). Embora esta
organela tenha sido identificada morfologicamente desde a década de 1960,
apenas recentemente descobriu-se tratar-se de um plastideo (Kéhler et al., 1997;
De Rocher et al., 2000).

As trés formas infectantes do parasita sdo: taquizoitos (trofozoitos),
cistos contendo bradizoitos e oocistos contendo esporozoitos (Dubey , 1998).

Os taquizoitos (Figura 2A) sao formas de replicacdo rapida encontradas
na fase aguda de infeccdo, sdo disseminados na corrente sanguinea infectando
varios tecidos como: olhos, musculos, coracdo, placenta e o sistema nervoso
central (SNC). Possuem a forma oval ou crescente, medem cerca de 2 x 4 um de
largura e 4 x 8 um de comprimento (Dubey, 1991; Dubey, 1998; Montoya e
Liesenfeld, 2004; Hill et al, 2005).

Os cistos (Figura 2B) variam no tamanho de 5 a 100 um. Sao
resistentes as condi¢cdes ambientais podendo durar por toda a vida do hospedeiro
infectado. Contém centenas ou milhares de bradizoitos que sdo formas de
replicacdo mais lenta encontrados na fase cronica de infeccdo. Morfologicamente
sao idénticos aos taquizoitos, sendo mais delgados e menos susceptiveis a acao
de enzimas proteoliticas. O nucleo dos bradizoitos situa-se na extremidade
posterior, enquanto que nos taquizoitos est4 na posicado central (Dubey, 1998;
Montoya e Liesenfeld, 2004; Hill et al., 2005).

Os oocistos (Figura 2C) medem cerca de 10x12 pum. Sao as formas
infectantes provenientes do ciclo sexuado em felideos. S&o liberados para o meio
ambiente pelas fezes durante a infec¢cdo aguda por cerca de 7 a 10 dias, podendo
esporular em até 21 dias. Cada oocisto forma no seu interior dois esporocistos.
Cada um com quatro esporozoitos (Dubey, 1998; Hill e Dubey, 2002; Montoya e
Liensefield, 2004).
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Figura 1: llustracdo das estruturas e organelas de T.gondii. Adaptado de Ajioka et

al (2001).

Figura 2: (A) Taquizoitos (setas) em liquido peritoneal de camundongo, coloracéo
de Giemsa 1000x http://www.ufrgs.br/para-ite/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Imagens/bradi3.jpq. (B) Cisto
contendo bradizoitos encistados em muasculo, coloragdo Giemsa 1000x
http://www.ufrgs.br/para-ite/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Imagens/bradiz.jpg. (C) OO0CIiSto esporulado em
contraste diferencial de interferéncia 100x

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5d/T. gondii unsporulated oocyst, differential interference contrast (DIC), 100x..jpg.
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1.1.1. Ciclo de Vida

O ciclo heteroxénico de T. gondii (Figura 3) foi descrito em 1970. Os
felideos, incluindo o gato doméstico, foram definidos como hospedeiros definitivos,
outros mamiferos e aves como hospedeiros intermediarios (Frenkel et al, 1970).

Nos hospedeiros intermediarios ocorre apenas a reproducdo assexuada
do parasita, enquanto nos hospedeiros definitivos ocorrem as reproducdes
sexuada e assexuada. Os hospedeiros definitivos sdo considerados a principal
fonte de contaminacdo da doenca, uma vez que a formacdo de oocistos ocorre
com grande facilidade. S&o eliminados milhares de oocistos apds a ingestao de
apenas um cisto ou bradizoito. A transmissdo é assegurada pela enorme
guantidade de oocistos eliminados nas fezes de felideos para o meio ambiente
apesar do periodo curto, em torno uma a duas semanas (Hill e Dubey, 2002).

Os hospedeiros intermediarios se infectam quer seja pela ingestdo de
oocistos esporulados, ou pelo carnivorismo ingerindo cistos com bradizoitos
(Dubey, 1996; Hill e Dubey, 2002; Montoya e Liesenfield, 2004). Quando ingerem
0S oocistos ocorre a liberacdo de esporozoitos que invadem as células epiteliais.
Diferenciam-se em taquizoitos que se disseminam pela corrente sanguinea,
invadindo células nucleadas. Caracteriza-se, entdo, a fase aguda da infec¢céo, na
qual ocorrem as manifestacdes clinicas da doenca. Os taquizoitos, entdo, se
diferenciam em bradizoitos envolvidos por parede rica em carboidratos dentro de
um vacuolo parasitario. Dividem-se mais lentamente formando os cistos em
diversas células, principalmente no cérebro, coracdo e musculos podendo
permanecer no local indefinidamente (Dubey e Frenkel, 1972; Kim e Weiss, 2008).
Em casos de comprometimento do sistema imunoldgico, principalmente em
pacientes com HIV, os cistos latentes podem reativar tranformando-se em
taquizoitos provocando a reativacdo da doenca (Dubey, 1996; Dubey, 1998;
Suzuki, 2002; Kim e Weiss, 2008).

Nos hospedeiros definitivos (felideos), ap6s a ingestdo dos oocistos,
estes sdo desintegrados no estdbmago e intestino delgado por enzimas

proteoliticas. Entdo, os bradizoitos séo liberados e penetram no epitélio intestinal.
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Assim inicia-se o desenvolvimento de multiplas geracdes de ciclos sexuais e
assexuais de T.gondii (Dubey e Frenkel, 1972). Os parasitas se multiplicam
assexuadamente nas ceélulas do epitélio intestinal dando origem aos esquizontes
(esquizogonia). Dos esquizontes sao liberados merozoitos que apds varias
geracdes se diferenciam em macrogametas e microgametas dando origem ao
zigoto, que posteriormente dard origem ao oocisto (gametogonia) completando o
ciclo sexuado (Hill et al., 2005).

Os oocistos imaturos séao liberados pelos felideos para o meio
ambiente. Estes por sua vez esporulam no meio ambiente entre 1 e 21 dias,
formando no seu interior dois esporocistos cada um com quatro esporozoitas.
Sobrevivem por meses ou até anos desde que ndo sejam expostos a luz solar
direta e umidade relativa do ar muito baixa (Hill e Dubey, 2002; Montoya e
Liensefield, 2004).

1.1.2. Transmissao

A transmissdo do parasita ocorre pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados com oocistos, ou pela ingestdo de carne crua ou pouco cozidas
contendo cistos (Hill e Dubey, 2002; Hill et al, 2005, Kim e Weiss, 2008). A
transmissao pode ocorrer também por via transplacentaria, quando mulheres se
infectam durante a gravidez; pela amamentacdo durante a fase aguda da infeccéo;
por transplante de 6rgdos e por transfusao sanguinea e de seus derivados (Figura
3) (Hill et al, 2005).

A agua é considerada uma importante via de disseminacdo da
toxoplasmose. Varios surtos foram relatados tendo estavia de transmissédo. No
norte do estado do Rio de Janeiro, aguas de pocos, lagos e riachos consumidas
pela populacdo foram incriminadas como fonte de infeccéo (Bahia-Oliveira, 2003).
Na cidade de Sé&o Carlos, estado de Sao Paulo, 113 individuos apresentaram
sintomas da doenca com possivel transmissdo pela agua, visto que 200 gatos
habitavam o local no qual ocorreu a infecgcdo humana (Gattas et al., 2000). Em

Santa Isabel do Ivai, estado do Parana, de um total de 2884 foram detectados
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anticorpos IgG anti-T. gondii em 1255 e anticorpos IgM e IgG em mais 426
individuos. Este surto foi relacionado a ingestdo de agua de um dos reservatorios
da cidade (De Moura et al., 2006).

Surtos relacionados a ingestdo de carne mal cozida também foram
relatados no pais (Coutinho et al., 1982). A regido de Erechim no Rio Grande do
Sul, o manuseio de carne crua para confecgcdo de linguica e similares foi
responsavel pela elevada prevaléncia da doenca, incluindo casos de
retinocoroidites (Glasner et al., 1992). A presenca de gatos e roedores em cerca
de 90% das propriedades de criagdo de suinos nessa regido parece ter
importancia nos elevados indices da toxoplasmose nesse local (Araujo et al.,
2000).

Tissue cysts containing
bradyzoites In prey

Oacysls ingested by
Qocysts contaminating animals
cat litter

Sall, water, and grass
. contaminated with oocysts

>1 ta 2 days

Oocysts
ingested
by animals

Tissue cysts containing
bradyzoites in undercooked
oF raw meats

Organs contzining bradyzoites in
tissue cysts or biood containing

tachyzoites

®2003 MARCIA HARTSOCK

Figura 3: Vias de transmissao de T. gondii

Fonte: http://2.bp.blogspot.com/
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1.2. Infeccdo em humanos

A toxoplasmose é uma zoonose com ampla distribuicdo mundial.
Apresenta taxas de prevaléncia que variam em diversas regides do mundo em
funcdo de fatores geograficos, sociais, habitos da populacédo e clima (Dubey e
Beattie, 1988; Remington et al., 1995; Remington et al., 2001; Remington et al.,
2005).

A infeccéo afeta ao redor de dois bilhdes de pessoas no mundo (Tenter
et al., 2000; Montoya e Liesenfeld, 2004). E assintomatica em 80 a 90% dos
individuos imunocompetentes apresentando evolucao benigna. A linfadenopatia é
a manifestagdo mais comum em 10 a 20% destes individuos podendo ser
acompanhada de febre, astenia e mialgia. (Montoya e Liesenfield, 2004;
Remington, 2004).

Em pacientes imunocomprometidos tais como aqueles com deficiéncia da
imunidade celular como portadores do virus HIV, transplantados ou portadores de
doencas linfoproliferativas, a toxoplasmose pode ser grave ou até mesmo fatal. A
reativacdo dos cistos latentes presentes na fase crénica ocorre em 95% dos
casos. Normalmente afeta o sistema nervoso central (SNC) causando a encefalite
toxoplasmica, que é a mais importante manifestacdo da doenca (Luft e
Remington,1992; Ferreira, 2000; Liesenfield et al, 1999; Pereira-Chioccola et al,
2009). Uma ampla variedade de sintomas pode aparecer incluindo dor de cabeca,
distarbios de nervos cranianos, hemiparesia, afasia, anomalias sensoriais e
deterioragdo mental (Franzen et al.,1997; Ferreira, 2000). Estes sintomas podem
ser confundidos com outras infeccBes oportunistas que comumente infectam estes
pacientes, portanto o diagnéstico ndo pode ser baseado somente em observacdes
clinicas (Montoya e Liesenfield, 2004).

O diagnostico definitivo requer a demonstracao direta de taquizoitos no
tecido cerebral (biopsia ou necropsia). O diagndstico presuntivo (provavel ou
sugestivo) estabelecido pelo “Centers for Disease Control” (CDC, 1993; Potergies
et al., 2004) baseia-se na presenca de sinais neurolégicos focais, alteragbes do

nivel ou do contetdo da consciéncia, evidéncia de imagem tomografica de lesdo
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expansiva, com ou sem realce da substancia de contraste; presenca de anticorpos
IgG anti-T. gondii e resposta ao tratamento especifico anti-T. gondii. Na pratica de
clinica médica o tratamento € usualmente iniciado quando é determinado o
diagnoéstico presuntivo baseado em achados clinicos e radiolégicos (Luft e
Remington, 1992; Eggers et al., 1995; Cohen, 1999; Bahia-Oliveira et al, 2003).

A toxoplasmose cerebral € a segunda infeccdo oportunista mais comum
relacionada a AIDS seguida apenas da pneumocistose, causada por fungos da
espécie Pneumocystis jirovecii, e a primeira causa mais comum de doenca no
SNC nestes pacientes (Luft e Remington, 1992; Vidal et al, 2005).

Outro grupo gravemente atingido sdo de mulheres gravidas infectadas pela
primeira vez durante a gestacdo. A toxoplasmose congénita pode causar lesdes
irreversiveis ao feto, ocorrendo quando a mulher adquire a infec¢do primaria
durante a gravidez (Hohlfeld et al., 1994; Remington, 1995; Remington et al.,
2005). A frequéncia e a gravidade da doenca dependem da idade gestacional.
Infeccdo materna no primeiro trimestre de gestacdo pode causar toxoplasmose
congénita grave resultando em morte do feto no Utero ou aborto espontaneo. Os
casos mais graves podem ocasionar a Tétrade de Sabin, em que o feto apresenta
corioretinite em 90% dos casos; calcificacdes cerebrais em 69%; perturbacdes
neurolégicas com retardamento psicomotor em 60% e alteracdes no volume
craniano (macro e microcefalia) em 50% (Kawazoe, 1995; Remington et al., 2001).
Em contraste, infeccdo materna tardia (terceiro trimestre) usualmente resulta em
recém-nascidos aparentemente normais, ou podendo apresentar alguns sintomas
como hepatoesplenomegalia, ictericia, danos oculares e neurolégicos. A
frequéncia absoluta de infeccbes subclinicas em recém nascidos com
toxoplasmose congénita € de 85%. As infec¢cBes que passam despercebidas ou,
se nao tratadas, causam doenca ocular grave (corioretinite) ou atraso no
desenvolvimento mental na segunda ou terceira década de vida da crianca
(Hohlfeld et al., 1994; Remington et al., 2001; Gilbert, 2004). Em paises
desenvolvidos, a doenca afeta de 1 a 10 entre 10.000 recém-nascidos (Gilbert e
Peckham, 2001). No Brasil, a ocorréncia de toxoplasmose congénita varia de 0,2 a
2% (Neto et al., 2000).
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Em gestantes, pacientes que iniciam o pré-natal com presenca de
anticorpos IgG anti - T. gondii e auséncia de anticorpos IgM anti - T. gondii sdo
consideradas imunes e sem riscos de toxoplasmose congénita. A excecao é para
as pacientes HIV positivas ou com outra imunossupressdo que podem ter
reativacdo da doenca (Remington et al., 2001; Gilbert, 2004). Em pacientes que
apresetam sorologia positiva, isto €, presenca de anticorpos IgG e IgM anti - T.
gondii, é realizado o teste de avidez que foi desenvolvido para determinar se a
infeccdo foi adquirida no passado distante ou recentemente. Os resultados sao
baseados na medida da avidez ou afinidade funcional dos anticorpos da classe
IgG especificos para o T. gondii. Anticorpos de baixa avidez (30% ou menos) sao
produzidos em estagio precoce da infec¢do, enquanto que anticorpos de alta
avidez (60% ou mais) refletem infeccdo crénica e excluem infec¢cdes primarias
com menos de 4 meses de duracdo. Valores entre 30% e 60% nao permitem a
caracterizagdo da fase da doenca. Baixa avidez de anticorpos IgG muitas vezes
nao significa que a gestante tenha adquirido a infeccdo recentemente, pois
resultados com baixa avidez podem persistir por até um ano. Assim, nestes casos,
o teste da avidez ndo deve ser utilizado isoladamente como um teste de
diagnéstico definitivo, sendo recomendado o0 seu uso em associagdo com outros
testes laboratoriais, como a técnica da PCR em liquido aminiético e sangue
permitindo a identificacdo dos fetos infectados, possibilitando que a terapia
antiparasitaria inicie precocemente, ainda na gestacao (Jenun et al., 1998; Bou et
al.,1999; Liesenfield et al., 2001; Remington et al., 2004).

O diagndstico da toxoplasmose congénita no recém-nascido € feito pela
demonstracdo da presenca de anticorpos IgM ou IgA contra o T. gondii. O
diagnéstico ndo pode ser feito apenas pela demonstracdo de anticorpos IgG, ja
gue estes sao transferidos passivamente da méae para o feto. Entretanto, deve-se
ter cautela na interpretacdo dos resultados de IgM e IgA no recém-nascido, pois a
transmissao de IgM e/ou IgA materna pode ocorrer durante o nascimento. Devido
a meia vida curta destes anticorpos (IgM e IgA), os testes positivos devem ser
confirmados e repetidos do segundo ao quarto dia de vida (IgM) e no décimo dia

de vida (IgA) (Remington et al.,, 2004). A ultrassonografia tem importancia

25



fundamental no acompanhamento e na avaliagdo do prognostico dos fetos
portadores de toxoplasmose, pois permite identificar aqueles sem sinais de
infeccéo congénita (Couto e Leite., 2004).

A infeccdo ocular, como mencionado anteriormente, pode fazer parte do
quadro de uma infeccdo congénita ou ocorrer em infeccdo adquirida pds-natal
tanto em casos de infeccdo aguda ou de reativacdo da doenca (Boothroyd e
Grigg, 2002). A manifestagdo ocular mais comum € a retinocoroidite
granulomatosa necrotizante, sendo a lesao de coloracdo branco-amarelada e com
margens mal definidas. Podem ser encontradas lesdes satélites a outras cicatrizes
antigas de aspecto hiperpigmentado e atréficas caracteristicos da toxoplasmose
ocular (Glasner et al., 1992; Montoya e Remington,1996). Os sintomas incluem
diminuicao da viséo, inflamacao, necrose retiniana e opacidades no campo visual,
hiperemia conjutival e ciliar, dor e fotofobia. Recidivas da doenca ocorrem em
funcdo da ruptura dos cistos e liberacdo dos bradizoitos (Amato Neto et al., 1995).
Em pacientes imunocompetentes, a infec¢ao ocular é responsavel por 30% a 50%
(Villard et al., 2003).

1.3. Caracterizagéo Biologica de T.gondii

As cepas de T. gondii foram definidas, baseando-se na viruléncia em
camundongos infectados da linhagem “Swiss”, em trés tipos (Dubey e Frenkel,
1976; Dubey et al, 1998; Literak et al., 1998; Grigg et al, 2001a; Sibley, 2003).

Cepas do tipo | sdo altamente patogénicas, com elevado nivel de
parasitemia provocando a morte em camundongos com formacdo de ascite
contendo taquizoitos em um tempo médio de 5 a 10 dias (Sibley e
Boothroyd,1992; Ajioka et al., 2001). A cepa tipo | mais conhecida € a RH que foi
isolada em 1939, sob a forma de cisto do cérebro de um recém-nascido com
toxoplasmose congénita que apresentava lesGes cerebrais. Esta cepa até entdo
foi considerada pouco patogénica. ApOs sucessivas passagens em culturas de
células, os parasitas perderam a capacidade de formar cistos. Em camundongos

verificou-se a transformacdo em uma cepa altamente patogénica ocasionando a
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morte dos animais com a presenca de inumeros taquizoitos na cavidade
abdominal. Desde entdo, passou a ser utilizada como cepa referéncia do tipo |
(Sibley e Boothroyd,1992; Grigg et al, 2001b; Grigg et al, 2001c; Ajioka et al.,
2001; Ajzemberg et al, 2005).

Cepas do tipo Il sdo menos patogénicas e induzem infeccdo cronica
produzindo cistos teciduais nos animais (Sibley e Boothroyd,1992; Ajioka et al.,
2001).

Cepas do tipo Il possuem patogenicidade intermediaria. Induzem discreta
ascite em camundongos com pouquissimos taquizoitos e poucos cistos no cérebro
(Sibley e Boothroyd,1992; Ajioka et al., 2001).

A cepa RH e aquelas cepas que sé@o geneticamente similares a ela exibem
uma dose letal de 100% (LD100) de um dnico parasita viavel. Cepas pouco
virulentas exibem uma dose letal (LD50) maior ou igual a 1000 parasitas e
facilmente estabelecem infecgbes cronicas em camundongos (Howe et al., 1996).
As cepas com virulencia intermediaria podem ser cepas em transicao entre 0s
fendtipos virulentos e nao virulentos (Literak et al, 1998).

A correspondéncia entre a viruléncia e o padrdo molecular da amostra nao

€ necessariamente observada em todos os hospedeiros (Grigg e Suzuki, 2003).

1.4. Caracteristicas moleculares de Toxoplasma gondii

T. gondii apresenta um genoma nuclear estavel possuindo
aproximadamente 87 Mb. E complementado por um DNA circular
extracromossomal de 35Kb no interior de uma organela denominada apicoplasto
(plastideo) e um genoma mitocondrial de 6Kb (Ajioka et al., 2001).

O genoma do plastideo de T. gondii foi sequenciado em 1997
(GenBank accession U87145), demonstrou ser similar tanto em organizacao
guanto em conteudo génico ao encontrado em P. falciparum e em outras espécies
do filo Apicomplexa (Feagin e Parsons, 2007). No entanto, a localizagao
subcelular desse genoma ainda permanecia desconhecida, até que estudos de

hibridizagao in situ usando sondas em T. gondii mostraram que o genoma de 35kb
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residia em uma organela localizada na regidao apical ao nudcleo, denominada
apicoplasto (McFadden et al, 1996; Kohler et al., 1997).

O genoma nuclear é hapléide contendo 8x10’ pares de base, para a
maioria dos estagios do ciclo de vida do parasita, exceto durante a divisdo sexual
gue ocorre no intestino dos felideos (Pfefferkorn e Pfefferkorn, 1980, Montoya e
Liesenfeld, 2004).

Sibley e Boothroyd (1992) construiram um mapa genémico constituido
de 11 cromossomos, através de recombinacfes entre as cepas tipo Il (ME-49) e
cepas do tipo Il (CEP) (Figura 4).

Posteriormente, Khan et al. (2005a) através de recombinacfes de
cepas dos tipos Il e lll e cepas dos tipos | e lll, definiram um novo mapa com a
segregacao de 250 marcadores genéticos em 14 cromossomos designados por
algarismos romanos (la, Ib, II, lll, 1V, V, VI, Vlla, Vlib, VIII, IX, X, XI e XII), com
tamanhos que variam de 1,8 Mb a > 10 Mb (Figura 5).
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Figura 4: Mapa genbmico de T. gondii constituido de 11 cromossomos (Sibley et al., 1992).
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Figura 5: Mapa genémico de T. gondii constituido de 14 cromossomos. Adaptado de Khan et al. (2005a).
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Os genotipos T.gondii baseados nos estudos de polimorfismo genético séo
formados pela combinagéo de duas classes de alélicas designadas “A” e “E”. Um
alelo foi definido como a classe alélica compartilhada por pelo menos dois dos trés
tipos de gendtipo (1, 1l e lll). Para cada locus, essas duas classes alélicas foram
distribuidas aleatoriamente entre os parasitas das trés linhagens. Para alguns loci,
as linhagens | e Il compartilhavam a mesma classe alélica, enquanto a linhagem Il
era diferente (Grigg et al., 2001a). Os trés tipos genéticos surgiram de uma origem
comum, passando por troca genética limitada sendo altamente similares com
diferencas inferiores a 1% em suas sequéncias de DNA (Grigg et al., 2001a; Su et
al., 2003).

A estrutura clonal das cepas de T. gondii pode ser explicada pela
capacidade de transmissdo do parasita entre hospedeiros intermediarios de
hébitos carnivoros e saproféagicos, sem passar pelo hospedeiro definitivo e sofrer
meiose e recombinacdo sexual (Su et al., 2003). Pode ocorrer também por
macrogametas do parasita que permanecem infertilizados, porém sao capazes de
formar oocistos por partenogénese no intestino dos felideos (Ferguson, 2002).
Outra possibilidade é a raridade de infeccdo simultdnea no gato com diferentes
cepas. A recombinacdo ocorreria se felideos fossem infectados simultaneamente
com diferentes amostras de T. gondii. Contudo € um evento raro de ocorrer na
natureza, uma vez que teriam que se alimentar de uma presa que albergasse uma
infeccdo mista ou se ingerissem duas presas, cada uma com uma amostra
diferente. Este evento teria que ocorrer em um intervalo de tempo bem curto. O
fato de T.gondii ser hapléide contribui para a estrutura clonal, pois o hospedeiro
definitivo infectado com apenas um tipo de cepa, produz oocistos contendo
progénies geneticamente idénticas a amostra infectante original (Ajzenberg et al.,
2004).

A diversidade genética das cepas de T. gondii tem sido um importante
objeto de estudo. Durante as Ultimas décadas os métodos moleculares tém
facilitado a deteccdo, diagndstico e genotipagem deste importante patdgeno
(Dubey, 2008). Os estudos iniciais mostraram que T.gondii apresentava as trés

linhagens clonais I, Il e Il (Howe e Sibley, 1995; Sibley e Boothroyd, 1992; Owen e
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Trees, 1999; Ajzemberg et al., 2002; Dubey et al., 2002; Dubey et al., 2003a;
Dubey et al., 2003b; Dubey et al., 2004a; Dubey et al., 2004b; Vallochi et al., 2005;
Lindstron et al., 2006; Peyron et al; 2006; Zakimi et al., 2006; Dubey et al., 2006).
Na América do Sul com uma predominancia de cepas dos tipos | e Il (Dardé,
2004; Khan et al., 2006; Lehmann et al., 2006), enquanto que na Europa e
América do Norte a predominancia cepas do tipo Il (Howe e Sibley, 1995; Dardé,
1996; Owen e Trees, 1999; Ajzemberg et al., 2002; Ajzemberg et al., 2004;
Lindstron et al., 2006; Peyron et al; 2006; Zakimi et al., 2006).

Posteriormente outros estudos evidenciaram linhagens divergentes dos
tipos arquétipos, assim como linhagens recombinantes ou atipicas (Grigg et al.,
2001b; Khan et al., 2005b; Khan et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Su et al., 2006;
Belfort-Neto et al., 2007; Dubey et al., 2007, Ferreira et al., 2008).

1.5. Métodos de tipagem

Os primeiros relatos da existéncia de linhagens bem definidas dentre os
isolados de T.gondii foram demonstradas inicialmente pelos perfis eletroforéticos
de isoenzimas (Dardé et al., 1987; Dardé et al., 1992; Dardé et al., 1998).

Atualmente métodos de tipagem utilizando multilocus RFLP-PCR,
microsatélites e sorotipagem sao ultilizados para estudar a diversidade genotipica
entre amostras de T. gondii (Dardé, 2004; Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et al.,
2004; Khan et al., 2007; Su et al., 2010; Sousa et al., 2010; Vaudaux et al., 2010).

Com os métodos moleculares é possivel estudar a variagdo de viruléncia
das diferentes linhagens do parasita, para revelar o potencial de correlacdo entre o
genodtipo do parasita e os padrbes de doenca em pacientes infectados e para o
estudo da epidemiologia, bem como a biologia populacional de T. gondii (Dubey et
al., 2008; Pereira- Chioccola et al., 2009).

O estudo da diversidade genética de um parasito visa uma melhor
compreensdo de sua evolucdo, fornecendo subsidios para avaliacdo de
caracteristicas bioldgicas tais como a viruléncia, atividade imunolégica e

resisténcia as drogas, podendo também esclarecer as diferentes manifestacfes da
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doenca na populacdo humana para que ocorram melhorias no diagnostico e
tratamento (Tibayrenc, 1995; Tibayrenc, 1996).

A PCR-RFLP é um meétodo de tipificacdo baseado no polimorfismo de
comprimento de fragmentos de DNA gerados por enzimas de restricdo sobre
produtos amplificados pela PCR. As enzimas de restricAo reconhecem uma
sequéncia especifica de quatro a oito bases e séo classificadas de acordo com a
estrutura, atividades e sitios de reconhecimento e clivagem de DNA. O método
consiste em clivar o DNA em pontos especificos resultando fragmentos de massas
moleculares diferentes, sendo assim possivel diferenciar os tipos de cepas (Howe
e Sibley, 1995; Howe et al.,1997; Khan et al., 2005a).

As investigacGes das caracteristicas genotipicas em animais também
sdo de extrema importancia para um melhor entendimento da epidemiologia,
identificando as fontes de infeccdo ou vias de transmissédo, visto o potencial
zoonatico da toxoplasmose (Owen e Tree, 1999).

Historicamente, na América do Norte, Asia e Africa, a maioria dos isolados
pertencem aos tipos clonais I, Il e Illl, com predominancia de cepas do tipo Il. As
andlises foram feitas em pacientes com infeccdes congénitas, com
toxoplasmose/AIDS e animais domésticos (Howe e Sibley, 1995; Dardé, 1987;
Dardé, 1996; Sibley e Boothroyd, 1992; Owen e Trees, 1999; Ajzemberg et al.,
2002; Lehmann et al., 2004; Lindstron et al., 2006; Peyron et al; 2006; Zakimi et
al., 2006). Na América do Sul, os estudos mostraram uma predominancia de
cepas | e lll. Em pacientes com toxoplasmose/AIDS e toxoplasmose ocular havia
predominéancia de cepas do tipo | (Howe e Sibley, 1995; Howe et al., 1997,
Ajzenberg et al., 2002; Boothoroyd e Grigg, 2002; Vallochi et al., 2005; Khan et al,
2006; Gallego et al., 2006; Nowakowska et al., 2006; Ferreira et al; 2008).

Os primeiros estudos eram limitados na identificacdo de isolados distintos,
uma vez que poucos marcadores eram utlizados (Khan et al., 2007; Pereira-
Chioccola et al., 2009). Os estudos por PCR-RFLP eram realizados analizando-se
apenas um locus, o gene SAG2 localizado no cromossomo VIII. Este gene codifica

a proteina p22 que é expressa tanto por taquizoitos quanto por bradizoitos (Howe
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et al.,1997; Owen e Tree, 1999; Lekutis et al., 2000; Dubey et al., 2002; Dubey et
al., 2003a; Dubey et al., 2003b; Khan et al., 2005a; Dubey et al., 2006).

Dubey et al. (2002) genotipou pela primeira vez no Brasil isolados de
galinhas caipiras infectadas naturalmente, procedentes de Sao Paulo. Amostras
de galinhas caipiras procedentes do Rio de Janeiro, Paranid e Rondbnia também
foram genotipadas com a utilizagdo somente do marcador SAG2 (Dubey et al.,
2003a, Dubey et al., 2003b, Dubey et al., 2006).

Gatos, cdes e porcos também tiveram suas amostras genotipadas
utilizando o marcador SAG2 (Dubey et al., 2004a; Da Silva et al., 2005; de A dos
Santos et al., 2005; Pena et al., 2006).

No Brasil estes trabalhos pioneiros de genotipagem por PCR-RFLP
utilizando um Unico marcador mostraram a predominancia de cepas do tipo | e tipo
lll. Os ensaios eram realizados em amostras isoladas de galinhas, gatos, cédes e
porcos provenientes de diferentes regides do Brasil (Dubey et al., 2002; Dubey et
al., 2003a, Dubey et al., 2003b, Dubey et al., 2004a; Da Silva et al., 2005; de A
dos Santos et al., 2005; Dubey et al., 2006; Pena et al., 2006). Em contrapartida
estudos realizados em isolados de animais e humanos nos Estados Unidos,
Europa, Asia e Africa mostraram a predominancia cepas do tipo Il (Dubey et al.,
2003c; Sreekumar et al, 2003; Dubey et al., 2004b; Lindstron et al., 2006; Peyron
et al; 2006; Zakimi et al., 2006).

Posteriomente os estudos foram feitos utilizando um ndmero maior de
marcadores moleculares. Contudo, os trabalhos de genotipagem com poucos
marcadores genéticos, em isolados de pacientes com infeccbes congénitas
(Ajzenberg et al., 2002; Nowakowska et al., 2006), toxoplasmose cerebral/AIDS
(Fuentes et al., 2001; Galego et al., 2006; Ferreira et al., 2008) e ocular (Vallochi
et al., 2005) forneceram informacdes preliminares para estudos mais recentes.

Com o emprego de mais marcadores moleculares verificou-se que a
populacdo de T.gondii possuindo somente os tipos clonais I, Il e Il ndo tinha
sustentacdo cientifica, mostrando uma estrutura populacional bastante
diversificada com gendtipos recombinantes ou atipicos entre os trés arquétipos
(tipos 1, Il e Ill) (Grigg et al., 2001b; Khan et al., 2005b; Khan et al., 2006; Ferreira
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et al., 2006; Su et al., 2006; Belfort-Neto et al., 2007; Dubey et al., 2007). Estes
marcadores foram desenvolvidos com base na sequéncia de polimorfismo de DNA
das linhagens clonais I, Il e Ill, gerando informacdo valiosa para revelar a
diversidade do parasito, sendo de facil utilizacdo e alta resolucdo na identificacdo
de isolados de T. gondii (Su et al., 2006; Su et al., 2010).

Dubey et al. (2007) utlizando 11 marcadores moleculares (SAGL,
SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1, alt - SAG2 e Apico)
observaram grande diversidade genética nas populacdes de T. gondii isolados de
galinhas caipiras do Parad e Rio Grande do Sul. As analises mostraram que 0s
isolados de T. gondii eram geneticamente distintos entre as duas regidoes
estudadas e com 3500 km de distancia.

Posteriormente, um estudo feito com 125 isolados de T.gondii
provenientes de galinhas, cédes e gatos do estado de S&o Paulo revelou 48
gendtipos e mais quatro com linhagens tipicas do Brasil denominadas Brl, Brill,
Brlll, BrlV. De acordo com a taxa de mortalidade em camundongos infectados,
determinou-se que o tipo Brl foi como virulento, o tipo Brll como avirulento e os
tipos Brlll e BrlV como de virulencia intermediéria (Pena et al., 2008).

Estudos de genotipagem de cepas de T. gondii isolados de animais
selvagens e pacientes de diferentes regides geograficas, revelaram uma alta
frequéncia de gendtipos nao-arquétipos sugerindo uma alta diversidade da
populacao de T. gondii (Su et al., 2006)

Cepas nao - clonais, recombinantes ou atipicas foram determinadas em
isolados de cées, gatos, gatos selvagens, gambas, ratos, esquilos, tucanos,
capivaras e ursos de diversas partes do mundo (Brasil, Costa Rica, México, Egito,
Alasca, India). Em todos os estudos foram utilizados os 11 de marcadores
moleculares (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1, alt -
SAG2 e Apico) (Dubey et al., 2009a, Dubey et al., 2009b; Dubey et al., 2009c; Yai
et al., 2009; Al-Kappany et al., 2010; Dubey et al., 2010a; Frazdo-Teixeira et al.,
2011).

Gendtipos ndo - arquétipos, isto €, mistos ou recombinantes também

foram verificados em humanos de diversas regibes geograficas (Grigg et al.,
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2001a; Khan et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Su et al., 2006; Ferreira et al.,
2008).

Recentemente um estudo realizado em Fernando de Noronha indicou que
isolados de T. gondii provenientes de galinhas caipiras apresentaram os genétipos
originais, isto é, clonais que sdo dominantes na Europa e América do Norte.
Foram encontrados 6 genotipos incluindo o tipo I, tipo Il e 4 novos genaotipos
ainda ndo encontrados no Brasil. Este resultado foi inesperado, ja que isolados do
Brasil sdo fenotipicamente e geneticamente diferentes dos isolados de outros
paises (Dubey et al.; 2010b).

Todos estes estudos anteriores demonstraram que a estrutura
populacional de T. gondii é altamente clonal na América do Norte e Europa,
enquanto que na América do Sul as cepas sdo geneticamente distintas e mais
diversificadas. No entanto, a composicdo na América do Norte tem sido
guestionada pelas descri¢cdes recentes de cepas geneticamente diferentes, isto
€, cepas ndo - clonais. Utilizando andlises filogenéticas a fim de reavaliar a
estrutura populacional do T. gondii na América do Norte foram mostrados dois
grupos distintos. Em um, estes novos isolados representam variantes de uma
linhagem existente, dos quais diferem somente pela deriva de mutacbes
menores, em outro, surgiu uma linhagem completamente nova, comum na
América do Norte (Khan et al., 2011).

Os marcadores microssatélites, também denominados de repeticbes de
sequéncias simples, compreendem uma classe de moléculas de DNA repetitivas
compostas de dois a seis pares de base dispersos no genoma dos organismos.
Sao altamente polimérficos devido a variabilidade no nimero de repeticdes, e
consequentemente, a existéncia de mudltiplos alelos que os tornam muito
informativos para a andlise de variagdo genética, bem como diferenciacdo e
caracterizacdo de espécies. A alta taxa de mutacdo dos loci de microssatélite
comparado com outras regides do DNA gera uma grande variacdo genética
(Ajzenberg et al., 2002; Ajzenberg et al.,, 2004; Fondon e Garner; 2004).

Ajzenberg et al. (2009) utilizaram seis marcadores microssatélites e

mostraram que cepas do tipo Il foram predominantes entre 0s pacientes que
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adquiriram a infec¢do toxoplasmica na Europa, o tipo Il foi 0 segundo gendtipo
mais comum, enquanto o tipo | foi raro nesta populacdo. Em pacientes que
adquiriram a toxoplasmose fora da Europa, foram encontrados outros treze
genatipos diferentes.

Outro trabalho realizado na Franga caracterizou geneticamente isolados de
T. gondii de 20 pacientes com toxoplasmose ocular utilizando marcadores
microsatélites. Houve predominancia de cepas do tipo Il, possivelmente pela alta
taxa de exposicdo deste gendtipo na infeccdo humana na Europa (Fekkar et al.,
2011).

Outro método, a sorotipagem foi descrita como um método promissor para
caracterizacdo de cepas de T.gondii em qualquer estagio da doenca e em
diferentes fases de infeccdo. Utiliza-se  soros imunes contra peptideos
recombinantes de regifes polimorficas (SAG2, GRA3, GRA6 e GRA7) do parasito
(Kong et al., 2003).

Peyron et al. (2006) sorotiparam amostras de mulheres gravidas infectadas
cronicamente. Encontraram predominancia de cepas do tipo Il em amostras da
Europa e cepas dos tipos | e lll na Colombia (América do Sul).

Outro trabalho utilizando peptideos polimorficos derivados de antigenos dos
granulos densos (GRA5 e GRAG6), comparou os padrbes sorotipicos observados
em pacientes assintomaticos e pacientes sintomaticos com toxoplasmose ocular e
HIV entre os doentes da Europa e América do Sul, sendo encontrados o tipo Il na
Europa e os tipos | e lll na América do Sul (Morisset et al., 2008).

Em Santa Isabel do Ivai (Brasil), utilizando o método de sorotipagem na
populacdo humana, foi identificada uma cepa atipica de T.gondii (Brl) como a
causa de um surto de toxoplasmose por via hidrica, isto provavelmente reflete a
diversidade genética do T. gondii circulante em regides altamente endémicas
do Brasil (Vaudaux et al., 2010).

Sousa et al. (2010) sorotiparam amostras de suinos, ovelhas e galinhas e
observaram que o sorotipo Il apareceu com maior frequéncia entre as ovelhas.

Porém muitos isolados de suinos e galinhas ndo foram obtidos. Concluiram que o
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método precisa ser refinado para se tornar uma ferramenta mais valiosa para
caracterizar isolados de T. gondii em animais.

De uma maneira geral a PCR-RFLP ainda é a técnica mais utilizada
mundialmente na genotipagem de cepas de T.gondii. Sua utilizagdo contribuiu
positivamente na caracterizacdo genotipica de isolados de T.gondii de animais e
humanos em todo o mundo (Howe e Sibley, 1995; Su et al., 2010). No Brasil, a
maioria dos isolados genotipados foi coletada de animais. Poucos trabalhos
genotiparam isolados humanos pela complexidade da coleta das amostras
(Vallochi et al., 2005; Ferreira et al., 2008). Como estes estudos utilizaram poucos
marcadores genéticos, 0s resultados geraram o encontro de muitas cepas
polimorficas, mistas, atipicas ou ndo genotipadas; concluindo-se que estes
marcadores apresentavam pouca sensibilidade nas amostras da América do Sul.
Assim, novas e diferentes regides do genoma de T. gondii foram analisadas para
genotipar as amostras brasileiras (Su et al., 2006). Diferentes marcadores foram
descritos e com excelentes resultados quando utilizados para analisar isodados de
animais brasileiros (Pena et al., 2006; Pena et al., 2008). O presente estudo
mostra a aplicabilidade destes marcadores em genotipar DNA de T. gondii

provenientes de amostras clinicas de pacientes humanos com toxoplasmose ativa.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Genotipar as amostras de DNA isoladas de amostras clinicas de pacientes

com toxoplasmose utilizando-se diferentes marcadores genéticos.

2.2. Objetivos especificos

1. Validar a PCR-RFLP para genotipar isolados de T. gondii diretamente de

amostras clinicas de pacientes com toxoplasmose ativa.

2. Avaliar marcadores moleculares de diferentes regides do genoma de T. gondii

para genotipar os isolados brasileiros.

3. Determinar os genotipos de T. gondii prevalentes na populacao estudada.
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4. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras clinicas

As genotipagens de T. gondii foram realizadas em DNA extraido de
amostras clinicas coletadas no periodo de janeiro de 2007 a 2010 de 62
pacientes, destes 25 com toxoplasmose cerebral, 2 com toxoplasmose aguda, 12
com toxoplasmose ocular, 6 recém-nascidos com toxoplasmose congenita e 17
mulheres gestantes com toxoplasmose aguda.

As amostras clinicas foram encaminhadas por hospitais da rede Publica
do estado de Sao Paulo (Hospital de Base de Sao José do Rio Preto e Instituto de
Infectologia Emilio Ribas) ao Servi¢co de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz para

a realizacdo do diagnostico molecular e imunolégico da toxoplasmose.

3.2. Diagnéstico da toxoplasmose (Clinico, soroldégico e molecular)

O diagnéstico da toxoplasmose foi determinado por médicos da rede
Publica e foi baseado em caracteristicas clinicas, radiologicas e laboratoriais. As
metodologias laboratoriais incluiram: (i) exames sorolégicos de anticorpos IgG
elou IgM anti - T. gondii detectados por imunofluorescéncia (IFl) (Colombo et al,
2005.), (i) PCR positivo convencional e PCR em tempo real (rtPCR) utilizando
marcadores moleculares, que amplificam sequéncia de duas regides diferentes do
gene Bl (Burg et al. , 1989; Colombo et al, 2005;. Mesquita et al, 2010a).

Para pacientes com alguma imunodepressao, contagem de células T CD4+
e sorologia para o HIV também foram investigadas.

O diagnéstico clinico para pacientes com toxoplasmose cerebral foi definido
de acordo com as “definicbes de diagnostico clinico-radiolégico de toxoplasmose
cerebral em pacientes com AIDS” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004). As
definicbes encontradas neste grupo de pacientes foram: sinais neuroldgicos

focais, alteragbes do nivel ou do contetdo da consciéncia, evidéncia de imagem
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tomogréfica de lesdo expansiva, com ou sem realce da substancia de contraste e
resposta ao tratamento especifico anti-T. gondii.

O diagnéstico pré-natal da toxoplasmose congénita foi baseado em exames
de ultrassonografia e testes sorologicos (Hohlfeld et al., 1994).

Na toxoplasmose ocular, o diagnostico presuntivo foi realizado pela
fundoscopia ocular e contudo, a doenca foi confirmada por meio de testes

sorologicos e de biologia molecular (Amato e Marchi, 2002).

3.3. Coletade amostras clinicas

Foram coletados 5 ml de sangue em tubo contendo EDTA para o
diagnéstico molecular e 5 ml em tudo seco para o diagndstico sorolégico de cada
paciente. Também foram coletados quando possivel, 5 ml de liquido amniético
para o diagnéstico molecular. Alternativamente, 2 ml de liquido cefalorraquidiano
para o diagnostico molecular de pacientes com suspeita de toxoplasmose
cerebral. A definicho da coleta de sangue, liquido amniético ou liquido
cefalorraquidiano para cada paciente foi determinada pelo médico. As coletas
foram realizadas antes ou até o terceiro dia de terapia especifica para

toxoplasmose quando esta foi iniciada.

3.4. Consideracdes éticas

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Séo José do Rio Preto (Anexo 1).

As amostras de DNA de T. gondii foram genotipadas diretamente do
material genético de individuos suspeitos de estarem com toxoplasmose. Estas
amostras pertencem a um banco de DNA do Laboratério de Biologia Molecular de
Parasitos do Instituto Adolfo Lutz ou foram encaminhadas ao Laboratério para
realizar o diagnéstico molecular da toxoplasmose. As amostras positivas foram
determinadas pelo diagnostico laboratorial, que incluem os testes sorologicos

(ELISA e IFl) e moleculares (PCR convencional e PCR em tempo real). S&o
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provenientes de pacientes com toxoplasmose aguda, toxoplasmose cerebral e
AIDS, toxoplasmose ocular, gestantes com infec¢cdo aguda e recém-nascidos com

toxoplasmose congénita, e incluem amostras de sangue, LCR e LA.

3.5. Cepas de T. gondii

As cepas GTI, RH (Gendtipo 1), PTG, ME-49 (Gendtipo Il), CTG, VEG
(Gendotipo 111) e COUGAR (TgCgCal), MAS, TgCatBr5 (Gendtipos mistos), foram
utilizadas para a validacdo das reacdes de genotipagem e como controle positivo
nas reacgdes (Su et al., 2006).

As amostras de DNA das cepas GTI, PTG, CTG, COUGAR (TgCgcCal),
MAS, TgCatBr5 foram gentilmente doadas pelo Dr Chunlei Su do “Department of

Microbiology”, The University of Tennessee, Knoxville, USA.

3.5.1. Obtencéao das cepas RH, ME-49 e VEG

As cepas RH, ME-49 e VEG foram mantidas em camundongos machos da
linhagem Swiss com idade entre 25 e 30 dias.

A cepa RH foi mantida semanalmente, por indculos intraperitoniais com 1x
10° taquizoitos/animal. Apés quatro dias de infeccdo os animais foram sacrificados
e feitas lavagens intraperitoniais com 5 ml de solucéo salina (NaCl 0,85%) estéril.
A seguir as solucdes foram centrifugadas por 15min a 1800g, os parasitas
quantificados em camara de Neubauer para célculo e obtencdo da concentracédo
desejada. Os taquizoitos foram utilizados para a manutencdo da cepa através de
passagem para um novo grupo de animais, para extracdo de DNA (controle
positivo na PCR e genotipagem) e para obtencdo dos antigenos utilizados no
diagnaostico sorologico.

As cepas cistogénicas ME-49 e VEG foram mantidas por passagens
seriadas, com intervalos de 30 a 45 dias. Os inoculos foram orais contendo 10
cistos/animal em uma suspensdo contendo o macerado de células cerebrais em
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01M pH 7.2 (ou NaCl 0,85%). Os
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cistos foram quantificados por microscopia éptica (400X) entre lamina e laminula
(10 pl da suspensao cerebral) e utilizados para extragao de DNA para o uso como

controle positivo na genotipagem (Costa - Silva et al;, 2008).

3.6. Diagnostico Sorolégico

3.6.1. Obtencao de antigenos para o diagndstico sorolégico

Os taquizoitos da cepa RH foram obtidos como descrito no item 3.5.1. Apés
o descarte do sobrenadante, os parasitos foram lavados por trés vezes com 40 ml
de PBS 0,01M pH 7.2 por 15 min a 1800 g. Apos foi adicionado 1ml de PBS ao
sedimento contendo os parasitos. Em seguida, adicionou-se formol 2% em PBS
pH 7.2 na proporgdo de 1:1 e incubou-se por 30 min a 37 °C. O sobrenadante foi
desprezado apés uma centrifugacdo por 15 min a 2800 g. O sedimento foi
dissolvido em NaCl 0,85% estéril, até que se obtivesse 20 a 30 taquizoitos por
campo em microscopia com aumento de 400 vezes. O antigeno foi distribuido em
laminas de imunofluorescéncia (20pl/orificio) e, deixadas secar naturalmente em
temperatura ambiente. As laminas secas foram embaladas em papel vegetal,
acondicionadas em papel aluminio e posteriormente conservadas em freezer a -20

°C até o momento do uso (Colombo et al., 2005).

3.6.2. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) - IgM/ IgG

As reacdes foram realizadas no Setor de Toxoplasmose do Instituto Adolfo
Lutz como descrito anteriormente (Colombo et al., 2005). Os soros foram diluidos,
posteriormente acrescentados em um volume de 20 pl em laminas de
imunofluorescéncia. A seguir, as laminas foram incubadas por 30 min em camera
Umida a 37 °C e, posteriormente lavadas com PBS pH 7.2 por dois periodos de
10min. As laminas foram secas suavemente com papel filtro, e sobre os orificios
foram acrescentados 20 pl de uma globulina anti-lgM ou anti-IgG humana
marcada com fluoresceina (Biolab-Merieux) diluido 1:200 em Azul de Evans
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0,05% PBS pH 7.2. Apds nova incubagdo em camera Umida por 30 min a 37 °C,
as laminas foram novamente lavadas por 2 vezes com PBS pH 7.2. A seguir,
foram secas e receberam uma fina camada de glicerina tamponada com PBS pH
7.2 e foram recobertas com laminula. As leituras foram feitas em microscopio de
de fluorescéncia (Nikon) em aumento de 400x e o ponto de corte considerado na
diluicdo de 1:16 para o soro e 1:4 para o LCR.

3.7. Diagndéstico molecular

3.7.1. Extracdo de DNA

3.7.1.1. Em amostras de sangue

As amostras coletadas foram transferidas para um tubo cénico de 15 ml e
centrifugadas por 10 minutos a 2800 g, para retirada de plasma. A seguir
adicionaram-se aos sedimentos cerca de 5 ml de PBS estéril para se remover
qualquer inibidor presente entre as células. Centrifugou-se por 10 minutos a 2800
g, e todos os sobrenadantes foram desprezados. A fim de realizar-se a lise de
hemécias foram adicionados ao sedimento 3 vezes o volume de tampé&o ACK (150
mM cloreto de am6nio; 1 mM bicarbonato de potassio; 0,1 mM EDTA pH 7.3) e os
tubos foram incubados a temperatura ambiente sob agitacdo suave por 10
minutos. Apos uma nova centrifugagcdo por 10 minutos a 2800 g, os
sobrenadantes contendo restos de hemacias foram desprezados e os sedimentos
foram transferidos para tubos conicos de 1,5 ml.

A seguir iniciou-se a extracdo/purificacdo por um kit PureLink® Genomic
DNA (Invitrogen®), conforme instrucdes do fabricante, e na qual baseia-se da
propriedade de ligacao seletiva do DNA na presenca de sais cadtropicos em uma
membrana de silica. Primeiramente, foram adicionados aos sedimentos, 20 ul de
tampdao de lise com proteinase K e 20 pl de tampdo RNase A (ambos fornecidos
pelo kit), para lisar tanto células humanas quanto do parasita, e, de digerir
qualquer resquicio de RNA presente. Procedeu-se a agitacao vigorosa (em vortex)
e incubacgdo por 2 minutos em temperatura ambiente. Adicionaram-se 200 pl de
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tampao PureLink® Genomic Lysis/Binding, agitacdo em vortex e incubac&o por 10
minutos em Banho-maria a 56°C. Finalmente, adicionaram-se 200 ul de Etanol
(96-100%) seguido novamente de agitacdo em vortex.

Apos a etapa de extracdo do DNA iniciou-se a purificacdo onde, o material
composto dos sedimentos e com os tampdes de lise com proteinase K, de RNase
A, PureLink® Genomic Lysis/Binding e etanol foi transferido para um tubo cénico
especial (provido pelo kit) com membrana de silica ja pronta para uso.
Centrifugou-se por 1 minuto & 10000 g, descartando-se o material centrifugado
(mantendo-se apenas a membrana, pois o DNA liga-se a mesma). Iniciou-se,
entdo, o processo de remocdo de componentes celulares ainda presentes na
membrana através de uma sequéncia de duas “lavagens” com tampdes providos
no kit. Na primeira utilizaram-se 500 ul do tampédo 1 e centrifugou-se por 1 minuto
a 10000 g, e na segunda, 500 pl do tampéo 2 por 3 minutos a 10000 g. ApGs
restar apenas o DNA ligado com a membrana, adicionou-se um tampéao de baixa
concentracdo de sal, o que levou ao desprendimento do DNA da mesma. Para
isto, adicionaram-se 50 p de tamp&o PureLink® Genomic Elution Buffer, incubou-
se por 1 minuto em temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto a 14000 g,
e 0 DNA foi recolhido em um tubo conico estéril de 1,5 ml. Em seguida procedeu-

se a PCR ou o armazenamento do DNA a -20°C (Mesquita et al., 2010a).

3.7.1.2. Em LA

As amostras de liquido amniético foram transferidas para um tubo cénico de
15 ml e centrifugadas por 10 minutos a 2800 g e descartados os sobrenadantes.
A seguir iniciou-se a extracdo/purificacdo através do kit PureLink®
Genomic DNA (Invitrogen®), conforme descrito no item 3.7.1.1. (Mesquita et al.,
2010a).
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3.7.1.3. Em LCR

As amostras de LCR foram transferidas para tubos cénicos estéreis de 1,5
ml e centrifugadas por 5 minutos a 2.000 g. Descartaram-se os sobrenadantes, e
os sedimentos contendo células foram lavadas com 500 ul PBS estéril por
centrifugacéo por 5 minutos a 2.000 g. Apos o descarte dos sobrenadantes, foram
adicionados aos sedimentos, 40 uyl de agua Milli-Q autoclavada e incubados a
95°C por 5 a 10 minutos. N&o foi necesséria a purificacdo da amostra, pois em
LCR, encontram-se poucas substancias inibidoras da PCR. Em seguida procedeu-
se a PCR ou o armazenamento do DNA a -20°C (Vidal et al., 2004).

3.7.1. 4. Em T.gondii

O DNA dos taquizoitos ou cistos provenientes de camundongos foi
extraido através do kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen®) descrito previamente
no item 3.7.1.1. O grau de pureza das extracfes e a quantidade de DNA das
amostras foram determinados por absorbéncias em Nanodrop no comprimento de
onda 260 e 280 nm (luz ultravioleta). O grau de pureza das extracdes foi
determinado pela razéo entre as leituras em DO (densidade 6tica) 260/DO 280 nm
gue deveria apresentar valores entre 1,8 e 2,0. As leituras realizadas a 260 nm
determinaram as concentracbes de DNA. Segundo Sambrook et al. (1989)
absorbéancia igual a 1 equivale a concentragcdo de 50 ug/ml de DNA de fita dupla
(Mesquita et al., 2010a).

3.7.2. cnPCR

As amplificagbes foram realizadas conforme descrito previamente
(Colombo et al., 2005; Mesquita et al., 2010b) utilizando um kit comercial
(GoTaq®Green Master Mix - Promega) contendo 2 corantes (azul e amarelo) que
permitem monitorar o progresso das amostras durante a eletroforese. Cada 12,5 pl

do “mix” continha 1 unidade de Tag DNA polimerase em 10mM Tris-HCI, pH 8.5;
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50mM KCI; 1.5 mM MgCI2 e 200 mM de cada um dos desoxinucleosideos
trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Cada reacao foi realizada adicionando-
se 5 ul do DNA alvo (com intervalo de concentragdo em torno de 500 ng/ul) e 50
pmol de cada iniciador num volume final de 25 ul. As amplificagdes foram
realizadas utilizando um termociclador (LongGene). Para cada reacdo foram
adicionados um controle positivo, a partir de DNA extraido de taquizoitos
(concentracdo de 1x10’ taquizoitos/ml) e dois controles negativos. Em um
adicionou-se DNA proveniente de um individuo sem toxoplasmose e em outro,
dgua ultrapura que substituiu o DNA. Os marcadores utilizados foram B22
(5’ AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA3) e B23 (5
TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACST’) que amplificam uma sequéncia de 115
pares de bases de uma regido repetitiva do gene B1 de T. gondii. (Burg et al,
1989; Colombo et al., 2005). As amplificagbes consistiram de um ciclo inicial de
desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, uma segunda etapa com 35 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto, pareamento a 62°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 1 minuto. ApoOs essa etapa o processo foi finalizado por um ciclo final de
extens&o por 5 minutos a 72° C. Para o controle das extra¢des foram utilizados os
marcadores B1 (5-ACCACCAACTTCATCCACGTTCACC-3) e B2
CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3") que amplificam uma sequéncia de
140pb do gene B-globulina humana, realizadas simultaneamente, e com 0 mesmo

protocolo de temperatura.

3.7.2.1. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados pela cnPCR foram separados por eletroforese
em um sistema eletroforético horizontal em gel de agarose a 2% em TBE pH 8,0
(0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) corados com brometo de etidio, juntamen
te com o marcador de massa molecular com fragmentos multiplos de 100 pb em
uma velocidade de 6V/cm. As amostras foram visualizadas e fotografadas em um
transluminador GeneGenius (Programa Gel Capture, Mini Bis Pro, versédo 4.5.3)
de ultravioleta a um comprimento de onda de 302 nm (Sambrook et al., 1989).
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3.7.3. qrtPCR

As reacdes foram realizadas conforme descrita previamente (Mesquita et
al., 2010a) em um ABI 7300 Real-time PCR System (Applied Biosystems®). Cada
mix de reacdo continha 10 pl TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1 ul do marcador com sua respectiva sonda (18 uM de cada primer,
5 uM da sonda TagMan FAM dye-labeled e 5 uM de quencher NFQ), 3 pl do
DNA extraido/purificado (com intervalo de concentragao em torno de 300 ng/ul), e
6 pl de H,O milli-Q autoclavada para completar volume final de 20 pl. Os
marcadores B1Tg-F (5-CAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGAT-3') e B1Tg-R (5'-
GCGTCTCTTTCATTCCCACATTTT-3) amplificam uma sequéncia de 83 pb
(Mesquita et al., 2010a). Para cada reacdo foram adicionados um controle
positivo, a partir de DNA extraido de taquizoitos (concentracdo de 1x10’
taquizoitos/ml) e dois controles negativos. Em um adicionou-se DNA proveniente
de um individuo sem toxoplasmose e em outro, agua ultrapura que substituiu o
DNA.

Primeiramente, incubou-se a reacdo a uma temperatura de 50°C por 2
minutos (a fim de otimizar a atividade da enzima AmpErase® Uracil N-glycosylase
(UNG), que permitiu a remocéo de qualquer produto anteriormente amplificado,
minimizando a contaminacdo cruzada), seguido por 95°C por 10 minutos. Em
seguida realizou-se 40 ciclos compostos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto.

O sistema ABI 7300 verifica o sinal fluorescente a cada segundo e calcula
automaticamente o mean baseline (ou baseline fluorescence), ou seja, o “sinal de
fundo” da fluorescéncia gerado durante os ciclos iniciais (3-15) da grtPCR. Com
base nesta “fluorescéncia de fundo” pode-se detectar a fluorescéncia gerada pelo
acumulo de DNA amplificado, denominado Ct (threshold cycle), com acuracia. O
Ct é definido como o ciclo em que a fluorescéncia excede estatisticamente o0 mean
baseline, sendo proporcional ao niumero de DNA alvos presentes na amostra e

representando a mesma quantidade de produtos amplificados presentes no tubo.
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As reacdes de qrtPCR foram previamente padronizadas utilizando DNA de T.
gondii extraido de amostras de sangue sabidamente negativas para este parasita
e misturadas com um nuamero determinado de taquizoitos. Estas amostras diluidas
permitiram estabelecer o real valor representativo da carga parasitaria em cada

amostra clinica (Mesquita et al., 2010b) .

3.8. Genotipagem - PCR-RFLP

3.8.1. Escolha dos marcadores moleculares

Antes de validar as reacdes foram escolhidos 11 marcadores genéticos:
SAG1, SAG2 (5- SAG2 e 3'- SAG2), SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358,
PK1, alt - SAG2 e Apico (Su et al., 2006; Su et al., 2010)

Os marcadores, genes e localizagcdo nos cromossomos estdo descritos na
Tabela 1. O marcador Apico amplifica uma regido do gene Apico que encontra - se
localizado no DNA circular extracromossomal, no interior do apicoplasto (Ajioka et
al., 2001; Dubey et al; 2006).
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Tabela 1: Marcadores moleculares com seus respectivos genes e localizacéo utilizados na genotipagem de isolados de T. gondii
de amostras clinicas humanas.

Marcadores Genes Localizacéo Referéncias
SAG1 SAG1 cromossomo VIl (Fig 6) Grigg et al., 2001b ; Khan et al., 2005a
5'+3' - SAG2 SAG2 cromossomo VIl (Fig 6) Howe et al., 1997; Khan et al., 2005a.
alt - SAG2 SAG2 cromossomo VIl (Fig 6) Lehmann et al., 2000, Khan et al., 2005a
SAG3 SAG3 cromossomo Xl (Fig 7) Grigg et al., 2001b; Khan et al., 2005a
GRAG6 GRA6 cromossomo X (Fig 8) Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b
BTUB BTUB cromossomo IX (Fig 9) Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b
C22-8 C22-8 cromossomo Ib ( Fig 10) Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b
C29-2 C29-2 cromossomo Il (Fig 11) Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b
L358 L358 cromossomo V (Fig 12) Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b
PK1 PK1 cromossomo VI (Fig 13) Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b
Apico Apico Apicoplasto Dubey et al., 2006
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Figura 7: Localizagdo do gene SAG3 no
cromossomo Xl de T.gondii (Khan et al,

2005a).
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Figura 9: Localizagdo do gene BTUB no
cromossomo X de T.gondli { Khan et al,

2005a).
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Figura 11: Localizagdo do gene C28-2 no
cromossomo |l de T.gondii (Khan et al.,

2005a).

Figura 13: Localizagdo do gene PK1 no
cromossomo VIl de T.gondi (Khan et al.,

2005a).
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3.8.2. Validacéao da PCR- RFLP

Para a validacdo das reacfes foram utilizadas as cepas de T. gondii
citadas no item 3.5 genotipadas pela combinacdo das metodologias de Multiplex-
PCR (Multilocus), Nested - PCR e analise do polimorfismo no comprimento dos
fragmentos de restricdo (RFLP) dos genes SAG1, SAG2 (5’-SAG2 e 3’-SAG2),
SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1, novo SAG2 e Apico conforme
descrito por Su et al., 2006.

3.8.2.1. 1° PCR (Multiplex)

Para as reacfes em multiplex foram adicionados os oligonucleotideos
iniciadores externos dos marcadores SAG1, SAG2 (5-SAG2 e 3'-SAG2), SAG3,
GRAG6, BTUB, c22-8, c29-2, L358, PK1, novo SAG2 e Apico (Tabela 2). Cada
reacao foi realizada adicionando-se 0,25 ul do mix de Primer Forward (25 uM),
0,25 ul do mix de Primer Reverse ( 25 uM), 2,5 ul de tampéo de PCR 10X sem
magnésio (50mM KCI, 10mM Tris-HCI), 2 ul do mix de desoxinucleotideos
(2.5mM cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 ul 50mM de cloreto de magnésio
(MgCly), 0,2 ul de DNA Taq polimerase (5U/ul), 3 pl de DNA de cepas de T.gondii,
em um volume final de 25 ul completado com agua ultrapura. As amplificaces
consistiram de um ciclo inicial de desnaturacdo de 4 minutos a 95°C, uma
segunda etapa com 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
pareamento a 55°C por 1minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos,
finalizando por um ciclo de extensao por 3 minutos a 72° C. Os produtos da PCR
foram diluidos adicionado - se 25 ul de agua ultrapura e armazenados a -20°C
utilizados posteriormente no 2°PCR.

3.8.2.2. 2°PCR ou Nested-PCR

Para cada marcador realizou-se uma reacdo, onde foram adicionados
oligonucleotideos iniciadores externos (Tabela 2). As concentracdes de todos os

componentes foram as mesmas descritas na reacdo de multilocus - PCR, com
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excecdo das concentracdes dos oligonucleotideos, onde cada regido do DNA foi
amplificada separadamente com 0,5 ul (50 uM). As amplificagbes consistiram de
um ciclo inicial de desnaturacéo de 4 minutos a 95°C, uma segunda etapa com 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento a 55°C por 1minuto
e extensdo a 72°C por 2 minutos, finalizando por um ciclo de extensdo por 3

minutos a 72° C.

3.8.2.3. RFLP

O polimorfismo de cada locus foi analisado por RFLP. Os fragmentos
amplificados da Nested-PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo
apropriadas para os diferentes marcadores na temperatura adequada para cada
enzima e de acordo com as instrucdes do fabricante (Tabela 2). Para cada reacéo
cepas RH, ME - 49,VEG, GTI, PTG, CTG, COUGAR (TgCgCal), MAS, TgCatBr5
foram utilizadas como controles positivos, e como controles negativos DNA
proveniente de um individuo sem toxoplasmose e em outro, agua ultrapura que
substituiu 0 DNA.
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Tabela 2: Iniciadores utilizados no 1°PCR (Multiplex) e 2°PCR (Nested) e enzimas de restri¢cdo

Marcadores Iniciadores externos Iniciadores internos ( RFLP)* Referéncias
5— 3 5—-3
SAG1 GTTCTAACCACGCACCCTGAG CAATGTGCACCTGTAGGAAGC Sau96l+Haell Grigg et al., 2001b
AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG (digestao dupla)
5’-SAG2 GCTACCTCGAACAGGAACAC GAAATGTTTCAGGTTGCTGC Sau3 Al Howe et al., 1997
GCATCAACAGTCTTCGTTGC GCAAGAGCGAACTTGAACAC
3’-SAG2 TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC ATTCTCATGCCTCCGCTTC Hhal Howe et al., 1997
TCAAAGCGTGCATTATCGC AACGTTTCACGAAGGCACAC
SAG3 CAACTCTCACCATTCCACCC CACAAGGAGACCGAGAAGGA Ncil Grigg et al., 2001b
GCGCGTTGTTAGACAAGACA TCTTGTCGGGTGTTCACTCA
GRAG6 ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT TTTCCGAGCAGGTGACCT Msel Khan et al. , 2005b
GCACCTTCGCTTGTGGTT TCGCCGAAGAGTTGACATAG
BTUB TCCAAAATGAGAGAAATCGT GAGGTCATCCTCGGACGAACA BsiEl+Tagq| Khan et al. , 2005b
AAATTGAAATGACGGAAGAA TTGTAGGAACACCCGGACGC (digestéo dupla)
c22-8 TGATGCATCCATGCGTTTAT TCTCTCTACGTGGACGCC BsmA I, Mbo Il Khan et al. , 2005b
CCTCCACTTCTTCGGTCTCA AGGTGCTTGGATATTCGC
c29-2 ACCCACTGAGCGAAAAGAAA AGTTCTGCAGAGTGTCGC HpyCHA4lV, Rsa | Khan et al. , 2005b
AGGGTCTCTTGCGCATACAT TGTCTAGGAAAGAGGCGC
L358 TCTCTCGACTTCGCCTCTTC AGGAGGCGTAGCGCAAGT Hae Ill, Nla Il Khan et al. , 2005b
GCAATTTCCTCGAAGACAGG CCCTCTGGCTGCAGTGCT
PK1 GAAAGCTGTCCACCCTGAAA CGCAAAGGGAGACAATCAGT Aval, Rsal Khan et al. , 2005b
AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT TCATCGCTGAATCTCATTGC
alt-SAG2 GGAACGCGAACAATGAGTTT ACCCATCTGCGAAGAAAACG Hinf I, Taq | Lehmann et al.,2000
GCACTGTTGTCCAGGGTTTT ATTTCGACCAGCGGGAGCAC
Apico TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG TGCAAATTCTTGAATTCTCAGTT Afl 11, Dde | Dubey et al., 2006

AAACGGAATTAATGAGATTTGAA

GGGATTCGAACCCTTGATA
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3.8.3. Isolados de T. gondii dos pacientes

Os gendtipos dos isolados de T. gondii dos pacientes foram determinados
por PCR-RFLP utilizando os 11 marcadores como descritos no item 3.8.1.

Todas as reacbes como 1°PCR (Multiplex), 2° PCR e RFLP foram
realizadas exatamente como descritas nos itens 3.8.2.1, 3.8.2.2. e 3.8.2.3., sendo
que as quantidades de DNA foram modificadas. Na reagédo de 1° PCR foram
adicionados em cada reacdo 5 ul de cada amostra de DNA de sangue e/ou 10 pl
de DNA de LCR ou 10 pl de DNA de liquido amniético. No 2°PCR foram
adicionadas as mesmas quantidades, sendo que diluidas conforme descrito no
item 3.8.2.1.

Os produtos amplificados para genotipagem, bem como os produtos

digeridos com as enzimas de restricao foram visualizados conforme o item 3.7.2.1.
3.8.4. Analise dos dados
Os dados clinicos e laboratoriais foram utilizados para estabelecer o

diagnostico de cada paciente. Os genotipos foram identificados e comparados
com os existentes no http://toxodb.org/toxo/. O ToxoDB ¢é um banco de dados

disponivel publicamente contendo todas informa¢Bes sobre o T. gondii. Nele
encontra-se disponivel dados do genoma, como as sequéncias genbmicas das
cepas do parasito, sendo encontrados mais de 70 milhdes de pares de base de

sequéncia de nucleotideos, além de proteinas conhecidas (Kissinger et al., 2003).
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Resultados

4.1. Validacao das reacdes de genotipagem

Antes de genotipar as amostras clinicas foi necessario validar cada passo
da reacdo de PCR-RFLP utilizando os 11 marcadores genéticos escolhidos
baseado no trabalho de Su et al. (2006): SAG1, SAG2 (5-SAG2 e 3'-SAG2),
SAG3, GRAG6, BTUB, c22-8, c29-2, L358, PK1, novo SAG2 e Apico. As reacdes
foram validadas utilizando-se cepas padrdes GTI, RH, PTG, ME49, CTG, VEG,
COUGAR (TgCgcCal), MAS, TgCatBr5.

Marcador SAG1, amplifica uma regiao do gene SAGL1 (Grigg et al., 2001b).
Os produtos do 2°PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo Sau96l e
Haell (dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura
14). Os fragmentos digeridos distinguiram os genotipos I, II/lll e u-1.

RFLP SAGL
Sau96l+Haell (dupla digestédo) 37°C gel
de agarose a 2,5%

Figura 14: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene SAG1 digerido
com as enzimas Sau96l e Haell que distigue os gendtipos I, Il/lll e u-1 de
T.gondii.
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O marcador 5- SAG2, amplifica uma sequéncia préxima a extremidade 5’
do gene SAG2. Por outro lado o 3’- SAG2 amplifica uma sequéncia proxima a
extremidade 3’ do gene (Howe et al., 1997). Os produtos do 2°PCR foram
digeridos com as enzimas de restricdo Sau3Al e Hhal respectivamente e
analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura 15). Os fragmentos
digeridos no marcador 5’- SAG2 distinguiram o genotipo Il dos gendtipos | e 1l e
os fragmentos digeridos no marcador 3’- SAG2 distinguiram o genotipo Il dos

genatipos | e lll.

RFLP3'-SAG2

Mbol 37°C gel de agarose a 2,5%

Hhal 37°C gel de agarose a 2,5%

Figura 15: Perfil de restricdo enziméatica de produto do gene SAG2 (5-
SAG2 e 3- SAG2 digerido com as enzimas Mbol e Hhal que distigue os
genotipos |, 11 e Il de T.gondii.
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O marcador alt - SAG2, amplifica uma regido do gene SAG2 (Lehmann et
al., 2000). Os produtos do 2°PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo
Hinfl e Taql (dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por eletroforese

(Figura 16). Os fragmentos digeridos distinguiram os genotipos |, 1l e .

M bc GTI PTG CTG MAS RH

- - — 1
o RFLP newSAG2

Hinfl+Taq! (dupla digestéo)
37°C/65°gel de agarose a a 2,5%

Figura 16: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene SAG2 digerido
com as enzimas Hinfl+Tagl que distigue os genétipos |, Il e lll de T.gondii.

O marcador SAG3, amplifica uma regido do gene SAG3 (Grigg et al.,
2001b). Os produtos do 2°PCR foram digeridos com a enzimas de restricdo Ncil e
analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura 17). Os fragmentos

digeridos distinguiram os genatipos I, Il e lll.

PTG CTG MAS Cogm
RS S R e

Ncil 37°C gel de agarose a 2,5%

Figura 17: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene SAG3 digerido
com a enzima Ncil que distigue os genotipos I, 1l e Il de T.gondii.
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O marcador GRA6, amplifica uma regido do gene GRAG6 (Khan et al.,
2005b). Os produtos do 2°PCR foram digeridos com a enzima de restricdo Msel e
analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura 18). Os fragmentos

digeridos distinguiram os genotipos |, 1l e lll.

— . —
RFLP GRA6

Msel 37°C gel de agarose a
2,5%

Figura 18: Perfil de restrigdo enziméatica de produto do gene GRA6 digerido
com a enzima Msel que distigue os gendétipos I, Il e Il de T.gondii.

O marcador BTUB, amplifica uma regido do gene BTUB (Khan et al.,
2005b). Os produtos do 2°PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo BsiEl
e Tagl (dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura

19). Os fragmentos digeridos distinguiram os genotipos I, Il e lll.

- —
b RFLP B

BsiEl+Taql (dupla digestao)
37°C gel de agarose a 2,5%

Figura 19: Perfil de restricdo enzimética de produto do gene BTUB digerido
com as enzimas BsiEl eTagl que distigue os gendétipos |, Il e 1ll de T.gondii.
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O marcador C22-8, amplifica uma regido do gene C22-8 (Khan et al.,
2005b). Os produtos do 2°PCR foram digeridos com as enzimas de restricao
BsmAl e Mboll (dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por eletroforese

(Figura 20). Os fragmentos digeridos distinguiram os genotipos |, 11, 1l e u-1(1V).

PTO CTO MAS TiCalas

BsmAI+ Mboll (dupla digestdo) 37°C/55°C
gel de agarose a 2,5%

Figura 20: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene C22-8 digerido
com as enzimas BsmAl+ Mboll que distigue os gen6tipos |, II, Il e u-1 de
T.gondii.

O marcador C29-2, amplifica uma regido do gene C29-2 (Khan et al.,
2005b). Os produtos do 2°PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo
HpyCH4lV e Rsal (dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por
eletroforese (Figura 21). Os fragmentos digeridos distinguiram os genétipos |, II, 11I
e u-1(1v).

GTI PTG CTG Coug MAS

| —
RFLP C29

HpyCH4IV+ Rsal (dupla digest&o)
37°C gel de agarose a 2,0%

Figura 21: Perfil de restricdo enzimética de produto do gene C29-2
digerido com as enzimas HpyCH4IV e Rsal que distigue os genétipos |, I,
Il e u-1 de T.gondii.
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O marcador L358, amplifica uma regido do gene L358 (Khan et al., 2005b).
Os produtos do 2°PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo Haelll e
Nlalll (dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura

22). Os fragmentos digeridos distinguiram os genatipos I, Il e 1.

RH. VEG CTG_ GTI

RFLP L358

Haelll+Nlalll (dupla
digestdo) 37°C gel de
aocarose a 2.5%

Figura 22: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene L358 digerido
com as enzimas Haelll e Nlalll que distigue os gendtipos |, Il, e Ill de
T.gondii.
O marcador PK1, amplifica uma regido do gene PK1 (Khan et al., 2005b).
Os produtos de PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo Aval e Rsal
(dupla digestdo) e analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura 23). Os

fragmentos digeridos distinguiram os genotipos |, Il, lll, u-1 (1V) e u-2 (V).

(-

-
nEL e PXY

Aval+Rsal (dupla digestdo) 37°C
gel de agarose a 2,5%

Figura 23: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene L358

digerido com as enzimas Aval e Rsal que distigue os gendtipos I, II, Il
u-1 e u-2 de T.gondii.
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O marcador Apico, amplifica uma regiao do gene Apico (Dubey et al; 2006,).
Os produtos de PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo Aflll e Ddel
(dupla digestao) e analisados em gel de agarose por eletroforese (Figura 24). Os

fragmentos digeridos distinguiram os genotipos |, Il e Ill.

RFLP APICO

Aflll+Ddel (dupla digestao)
37°C gel de agarose a
3.0%

Figura 24: Perfil de restricdo enzimatica de produto do gene L358 digerido
com as enzimas Aflll e Ddel que distigue os genotipos I, Il e Ill de T.gondii.
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4.2. Caracterizacao genotipica das amostras clinicas

Todas as 62 amostras de DNA utilizadas neste trabalho e analisadas por
PCR-RFLP foram extraidas de amostras clinicas de pacientes com toxoplasmose.
Todos apresentaram PCR positiva em um dos métodos (cnPCR ou grtPCR). Na
cnPCR o0s marcadores B22 e B23 amplificaram uma seqiéncia de 115 pares de

bases de uma regido repetitiva do gene B1 de T. gondii. (Figura 25).

500

100 115 pb

Figura 25: Amostra representativa de produto de PCR do gene B1 de T. gondii quando
submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%. (1) Massa molecular de 100
pb; (2) Amostra clinica.
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Na grtPCR valores de Ct (threshold cycle) abaixo de 40 foram considerados
positivos, sendo que em trés amostras (Atl76-Af*, Ct262—-Bl e Ct244-Bl) n&o
foram determinadas por falta do material genético (Tabela 3). Anticorpos IgM ou
IgG foram detectados por IFIl. Pacientes que apresentaram titulo igual ou superior
a 1:16 e 1:4 no soro e LCR, respectivamente, foram considerados positivos para
toxoplasmose, com excec¢éo do paciente Ct262 que apresentou sorologia negativa
(IgM e IgG) (Tabela 3).

Amostras de DNA foram isoladas do sangue, liquor e liquido amniético de
25 pacientes com toxoplasmose cerebral e AIDS, 2 pacientes com toxoplasmose
aguda, 12 pacientes com toxoplasmose ocular, 6 recém-nascidos com
toxoplasmose congénita e 17 gestantes com toxoplasmose aguda.

Das 62 amostras clinicas, 20 (32%) foram genotipadas com sucesso em 8
ou mais loci génicos e somente estas comparadas com exames clinicos e
laboratoriais (Tabela 4). As outras 42 (68%) obtiveram resultado em até 7 loci
génicos e estéo listadas na Tabela 5.

Das 20 amostras, trés genotipos foram identificados e comparados aos
listados no ToxoDB. Dezoito (90%) pertencem ao gendtipo ToxoDB # 65 e as
outras duas amostras, Ct180 e Ct534 pertencem aos genotipos # 71(5%) e # 6
(5%), respectivamente. O Gendtipo # 65 foi previamente identificado em galinhas
e gatos no Brasil (isolados IDs: TgCkBr89 e TgCatBr82, ambas as cepas
virulentas para camundongos) (Dubey et al., 2008; Pena et al., 2008). O gendtipo
# 71 também foi previamente identificado em galinhas no Brasil (isolados IDs:
TgCkBr26 e TgCkBr69) (Dubey et al., 2008). O gendtipo # 6 foi identificado em
diferentes animais sendo o gendtipo mais encontrado no Brasil (tipo BRI). Cepas
pertencentes a este gendtipo geralmente sdo virulentas para camundongos (Pena
et al., 2008).

Os dados clinicos e laboratoriais dos 20 pacientes cujos os isolados de T.
gondii foram genotipados estdo apresentados na Tabela 3. Entre os 18 pacientes
infectados com o gendtipo # 65 ,a toxoplasmose aguda foi demonstrada em trés
pacientes imunocompetentes (At704, At358 e Atl176), dentre eles uma mulher que

desenvolveu a infeccdo aguda durante a gravidez, porém sem sintomatologia
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(At176). Um paciente (CT262), ndo portador do virus HIV e sem anticorpos IgG e
IgM para T. gondii, teve infeccdo aguda com toxoplasmose cerebral focal,
apresentou PCR e histopatolégico positivos para T. gondii.

A toxoplasmose cerebral focal foi observada em outros 6 pacientes (Ct331,
Ct384, Ct441, Ct527, Ct581, Ct244), sendo caracterizada por multiplas lesdes
cerebrais expansivas. Estes foram tratados com a terapia convencional
antitoxoplasmose (sulfadiazina, pirimetamina e &cido folinico), cinco deles
receberam alta e o paciente (Ct581) com toxoplasmose cerebral focal e encefalite
por citomegalovirus foi a obito.

A toxoplasmose ocular foi encontrada em um paciente com AIDS (Ot539) e
em 6 pacientes imunocompetentes (0Ot692, Ot571, Ot607, Ot616, Ot622, Ot508). A
toxoplasmose congénita foi demonstrada em um bebé com 6 meses (Cot477). Os
Gendtipos # 71 e # 6 foram isolados a partir de 2 pacientes com toxoplasmose
cerebral difusa (Ct180) e (Ct534), respectivamente. Ambos 0s pacientes tiveram
toxoplasmose cerebral atipica, caracterizada por encefalite difusa, sem lesdes
cerebrais expansivas visiveis nas imagens. Ambos os casos tiveram PCR positiva
para T. gondii no LCR, e o paciente Ct180 (gendtipo # 71) teve o diagndstico
histopatologico compativel com toxoplasmose. Estes dois pacientes foram a 6bito
apesar da terapéutica especifica anti-toxoplasmose.

Os 20 pacientes foram diagnosticados e tratados no Estado de S&o Paulo
em diferentes periodos, sendo incerto o local da infeccao (Tabela 4). Assim, esses
dados demonstram que n&o houve indicacdo de nenhum surto entre esses

pacientes.
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Tabela 3: Resultado clinico e laboratorial dos 20 pacientes genotipados

Codigo das Idade Diagnéstico” cPCR  rtPCR® IF-IgG*  IF-Igm® CD4+ HIV Histo- Status do  Tratamento Genétipo

amostras clinicas (anos)  (clinico, imagem e laboratorial) (CT) N° de (sorologia) patologia paciente  toxoplasmose

/coleta das linfécitos® cerebral p/

amostras® T. gondii

At704-Bl- 11/09 33 Toxoplasmose aguda pos 22.7 1:256 1:16 nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

At358-BI- 08/08 4 Toxoplasmose aguda pos 31.9 1:1024 1:1024 nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

At176-Af*-04/07 19 Toxoplasmose aguda (gestante  pos nd 1:16 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65
assintomatica)

Ct262-BI-10/07 29 Toxoplasmose cerebral aguda e pos nd neg neg 498 Neg pos Vivo Sim ToxoDB #65
focal (bibpsia)

Ct384-BI-09/08 39 Toxoplasmose cerebral focal pos 36.3 1:4000 neg 184 Pos nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ct527-BI-05/09 36 Toxoplasmose cerebral focal pos 32 1:4000 neg 89 Pos nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ct581-BI-08/09 10 Toxoplasmose cerebral focal e pos 22.6 1:4000 neg 2 Pos nd Obito** Sim ToxoDB #65
encefalite por citomegalovirus

Ct244-BI-08/07 39 Toxoplasmose cerebral focal pos nd 1:256 neg 56 Pos nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ct331-BI-06/08 42 Toxoplasmose cerebral focal pos 27.3 1:256 neg 9 Pos nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ct441-BI-12/08 42 Toxoplasmose cerebral focal pos 29.9 1:16 neg 17 Pos nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ct180-CSF-05/07 40 Toxoplasmose cerebral difusa pos 31.0 1:4000 neg 93 Pos pos Obito Sim ToxoDB #71

(necrépsia)

Ct534-BI/CSF-06/09 45 Toxoplasmose cerebral difusa pos 329 1:4000 neg 8 Pos nd Obito Sim ToxoDB #6

Ot692-BI-11/09 27 Toxoplasmose ocular pos 32 1:16 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ot571-BI-08/09 77 Toxoplasmose ocular pos 36 1:16 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ot622-BI-11/09 54 Toxoplasmose ocular pos 28.1 1:16 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ot508-BI-03/09 14 Toxoplasmose ocular pos 35 1:4000 neg 299 Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ot539-BI-06/09 56 Toxoplasmose ocular pos 28 1:16 neg nd Pos nd Vivo Sim ToxoDB #65

Ot607-BI-09/09 36 Toxoplasmose ocular pos 36.4 1:1024 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

0Ot616-BI-09/09 60 Toxoplasmose ocular pos 25 1:16 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

Cot477-BI-01/09 0.6 Toxoplasmose congénita pos 18 1:16 neg nd Neg nd Vivo Sim ToxoDB #65

At (Toxoplasmose aguda); Ct (toxoplasmose cerebral); Cot (toxoplasmose congénita); Ot (toxoplasmose ocular); nimero do paciente e amostra clinica: Bl, sangue; Af, liquido amniético e
CSF, liquido cefalorraquidiano ou liquor. Data (més/ano) da coleta das amostras clinicas.

°0 diagnostico foi definido pelo exame clinico, imagens e dados laboratoriais conforme descrito em materiais e métodos.

°Os resultados do grtPCR foram mostrados em CT (cycle threshold). Valores abaixo de 40 foram considerados positivos (Mesquita et al., 2010a,b).

4 Amostras de soro e CSF foram consideradas reagentes a partir de 1:16 e 1:4 respectivamente.

°namero de linfécitos CD4+ T /ul de sangue.

* |[FI foram determinadas em amostra de soro.

**Encefalite por citomegalovirus foi concomitante ao diagnéstico da toxoplasmose cerebral. nd, ndo determinado; neg, negativo; pos, positivo.

68



Tabela 4: Genotipos de T. gondii determinados em 20 amostras clinicas humanas

Marcadores
Amostras 5'+3'
clinicas cédigo * SAG1 SAG2 SAG2 SAG3 BTUB GRAG6 c22-8 c29-2 L358 PK1 Apico Genétipo
At704 | | I 1] 1] 1] u-1 | | nd | ToxoDB #65
At358 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] | ToxoDB #65
At176 | | I 1] 1] 1] nd nd | 1] | ToxoDB #65
Ct262 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] | ToxoDB #65
Ct384 | | I 1] 1] 1] u-1 | | nd | ToxoDB #65
Ct527 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] | ToxoDB #65
Ct581 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] | ToxoDB #65
Ct244 | | I 1] 1] 1] u-1 | | nd | ToxoDB #65
Ct331 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
Ct441 | | I 1] 1] 1] nd | | nd nd ToxoDB #65
Ct180 | I 1] 1] 1] 1] I | 1] 1] [ ToxoDB #71 ©
Ct534 | | | 1] | I u-1 | | [ [ ToxoDB #6
0t692 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
ot571 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
Ot622 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
Ot508 | | I 1] 1] 1] u-1 nd | nd nd ToxoDB #65
Ot539 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
Ot607 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
Ot616 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65
Cot477 | | I 1] 1] 1] u-1 | | 1] [ ToxoDB #65

nd : ndo determinado

& At (Toxoplasmose aguda); Ct (Toxoplasmose cerebral); Cot (Toxoplasmose congénita); Ot (Toxoplasmose ocular) e namero de codigo do paciente.

®Os gendtipos listados foram previamente identificados em isolados de galinhas (TgCkBr89) e gatos (TgCatBr82) (Dubey et al., 2008; Pena et al., 2008)
¢ Os gendtipos listados foram previamente identificados em isolados de galinhas (TgCkBr26 and TgCkBr69) (Dubey et al., 2008).
40s gendtipos listados foram previamente de gatos (TgCatBr2) e galinhas (TgCkBrl144). Este gendtipo também é conhecido como tipo Brl (Pena et al., 2008).

Todos do Brasil e publicados no ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/).
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Tabela 5: Genotipagem de isolados de T. gondii de 42 amostras clinicas humanas.

5'+3'

Amostra SAG1l SAG2 SAG2  SAG3 BTUB GRA6 c22-8 ¢29-2 L1358 PK1 Apico n°alelos Material Clinico Fase
22 | | 1 1 1] 1 | | | nd 11l 10 Liquido amnidtico Aguda gestante
28 ] | Nd nd nd nd nd 1] 1] nd | 5 Liquido amnidtico Aguda gestante
29 | 1 Nd 11l ] nd nd nd | nd | 6 Liquido amniético Aguda gestante
40 ] 11 1l 1 | nd nd nd | nd | 7 Sangue - RN Toxoplasmose congénita
45 Nd | Nd 11 nd nd nd Il nd nd nd 3 Liquido amnidtico Aguda gestante
46 Nd | Nd 11 nd nd nd Il nd nd nd 3 Liquido amnidtico Aguda gestante
87 | | Nd 1] ] nd | Il Nd nd | 7 Liquido amnidtico Aguda gestante
101 | | Nd 11l | 1 | 1] | nd | 9 Ligquido amniético Aguda gestante
105 Nd | Nd 11 nd nd nd Il nd nd nd 3 Liquido amnidtico Aguda gestante
115 | | Nd 11 | 11 | Il | nd | 9 Liquido amnidtico Aguda gestante
123 | | Nd nd nd nd nd nd | nd nd 4 Sangue Toxoplasmose cerebral
137 | 1711 Nd 1l nd 1 nd nd | nd nd 6 Sangue Toxoplasmose cerebral
147 | | Nd [ nd 11 nd Il Il nd | 7 Liquido amnidtico Aguda gestante
148 Nd | 1] 11 nd nd nd Il 11 nd | 6 Liquido amnidtico Aguda gestante
150 Nd Il Nd 1 nd nd nd Il nd nd nd 3 Sangue - RN Toxoplasmose congénita
179 u-1 I Nd 1 nd nd nd ] ] nd | 6 Liquido amnidtico Aguda gestante
265 | | 1] [ nd 1] nd Il | nd | 8 Liquido amnidtico Aguda gestante
280 | 1] Nd 1 nd 11 nd Il | nd | 7 Liquido amniético Aguda gestante
352 11 Il Nd 1 nd I nd Il nd nd nd 5 Sangue - RN Toxoplasmose congénita
428 Nd I Nd m 1n 1 nd nd nd nd 1 5 Sangue Toxoplasmose cerebral
430 I I Nd 1] nd I nd nd nd nd nd 4 Sangue - RN Toxoplasmose congénita
440 u-1 111 Nd 1 nd nd nd nd nd nd nd 3 Sangue Toxoplasmose cerebral
442 | [ Nd I 1] nd [ [ [ u-2 Il 9 Sangue Toxoplasmose cerebral
443 | I Nd I 1] nd nd nd [ nd I 6 LCR Toxoplasmose cerebral
451 Nd 171 Nd nd M nd nd nd nd nd nd 2 LCR Toxoplasmose cerebral
453 Nd I Il 1 nd nd nd nd I u-2 nd 5 LCR Toxoplasmose cerebral
455 | [ I I nd nd nd nd I I nd 6 LCR Toxoplasmose cerebral
470 Nd nd Nd 1] nd nd nd nd nd nd nd 1 Sangue - RN Toxoplasmose congénita
471 I nd Nd I nd nd I nd I nd nd 4 Sangue Toxoplasmose cerebral
472 Nd nd Nd 1 nd nd nd nd nd nd 1 2 Sangue Toxoplasmose cerebral
480 Nd I Nd I nd nd nd nd I nd nd 3 LCR Toxoplasmose cerebral
500 | [ I I nd I nd nd nd nd nd 5 Sangue Toxoplasmose cerebral
514 Nd nd Nd 11} nd I nd nd nd nd nd 2 Sangue Toxoplasmose cerebral
518 Nd nd Nd 1 1 I u-1 nd I nd nd 5 Sangue Aguda gestante
565 u-1 171 Nd I nd I nd nd nd nd I 5 Liquido amnidtico  Aguda gestante
569 u-1 i Nd 11l ] nd nd nd nd u-2 | 6 Sangue Ocular
570 u-1 i Nd 11l nd nd | nd | | | 7 Sangue Ocular
605 I I Nd ] nd nd nd nd nd nd nd 3 Sangue Ocular
613 u-1 [ ] 1] nd I nd nd nd nd nd 5 Sangue Toxoplasmose cerebral
626 Nd [ [ I nd [ nd nd nd nd nd 4 Sangue Toxoplasmose cerebral
634 u-1 I Nd M nd nd nd nd nd nd nd 3 Sangue Ocular
635 u-1 | Nd nd nd nd nd nd nd nd nd 2 Sangue Ocular

nd : ndo determinado RN: Recém - nascido
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4. Discussao

Em estudo prévio utilizando a PCR-RFLP multiplex fez-se o uso de somente
quatro marcadores moleculares, no qual 17% dos pacientes foram infectados com
cepas que ndo foram genotipadas e 15% apresentaram cepas atipicas ou
polimérficas (Ferreira et al., 2008). Contudo, estudos posteriores passaram a
utilizar um maior numero de marcadores revelando uma estrutura populacional
bastante diversificada com um grande nimero de genadtipos com linhagens tipicas
do Brasil (Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008). Conclui-se que a tipificacdo
genética baseada em um ou dois loci é limitada para deteccdo de cepas
recombinantes. Assim sendo estudos baseados ha genotipagem somente do locus
SAG2 devem ser reconsiderados (Dardé, 2004; Su et al., 2006).

Neste trabalho, padronizou-se a PCR- RFLP com 11 marcadores
moleculares isolando o DNA diretamente de amostras clinicas humanas, sendo o
anico no Brasil. Em outros trabalhos, as amostras clinicas foram inoculadas em
camundongos para o isolamento do parasito (Dubey et al., 2007; Pena et al.,
2008; Dubey et al., 2009a, Dubey et al., 2009b; Dubey et al., 2009c; Yai et al.,
2009; Dubey et al., 2010a; Frazao-Teixeira et al., 2011).

A genotipagem de amostras de T. gondii de infeccdes clinicas é um desafio,
devido a natureza crénica da infeccao caracterizada por cistos teciduais latentes e
auséncia de parasitas circulantes. No entanto, quando a infeccdo esta ativa,
pequenas quantidades de T. gondii podem estar presentes na corrente sanguinea
e portanto, sendo possivel a sua detec¢do. A PCR-RFLP multiplex tornou possivel
a genotipagem de multiplos loci, usando pequenas quantidades de DNA extraidos
de tecidos tais como liquor, liguido amniético ou sangue, porém somente uma
pequena por¢cdo de amostras clinicas puderam ser genotipadas. Nas
genotipagens, a desvantagem em usar genes que se apresentam em copia unica,
esta na baixa sensibilidade comparado com uma sequencia altamente repetitiva
como a do gene B1 que encontra-se repetido em 35 cOpias do genoma, utilizado
nas cnPCR e qrtPCR (Burg et al., 1989; Su et al., 2010).
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Entre as 62 amostras de DNA clinicas estudadas, 20 (32%) delas foram
genotipadas com sucesso em 8 ou mais loci génicos, as outras 42 (78%)
obtiveram resultado em até 7 loci génicos. O marcador SAG2 (5- SAG2 e 3'-
SAG2) que amplifica a regido do gene SAG2, genotipou 91,9% das amostras
clinicas, enquanto o marcador PK1 genotipou somente 32,2% das amostras
mostrando ser o marcador menos sensivel.

Dentre as 20 amostras, um paciente (Ct262) apresentou IgM e IgG
negativas para toxoplasmose. Sabe-se que a maioria dos pacientes com
toxoplasmose cerebral apresentam anticorpos IgG contra T. gondii, demonstrado
ativacdo da infeccdo latente. Porém 5% a 10% destes pacientes apresentam
sorologias negativas, dentre os quais se inclui o paciente Ct262 (Cohen, 1999;
Vidal et al., 2004). Na amostra de sangue deste paciente, a PCR foi positiva,
concordando com varios estudos que destacam a utilizacdo da PCR em amostras
de sangue para o diagnostico da toxoplasmose cerebral e disseminada, e como
importante contribuicdo diagndstica (Dupoy-Camet et al., 1993; Priya et al., 2002;
Colombo et al., 2005). Foi realizada também a demostracdo de taquizoitos no
tecido cerebral (bidpsia) confirmando o diagndstico da toxoplasmose.

Os trés gendtipos determinados nas 20 (32%) amostras clinicas foram
previamente identificadas a partir de infeccoes em animais do Brasil, indicando a
importancia destes como reservatorios para infeccdo humana. O genétipo # 65 foi
previamente identificado em galinhas (TgCkBr89) do Rio de Janeiro (Dubey et al.,
2008) e em gatos (TgCatBr82) de Sdo Paulo (Pena et al., 2008). Este gendtipo
difere em um Unico locus (SAG1) do principal genétipo BrlV do Brasil (Pena et al.,
2008).

A alta frequéncia do gendtipo # 65 € inesperada, dada a grande diversidade
da populacéo de T. gondii no Brasil. A dominancia de um genotipo particular de T.
gondii na toxoplasmose humana ja foi relatado anteriormente. A andlise de 88
isolados de T. gondii associados com a toxoplasmose em pacientes
imunodeprimidos na Frangca mostrou que a maioria destes casos foram causados
pelo tipo clonal Il (Ajzenberg et al., 2009). Isto reflete a alta prevaléncia de cepas

do tipo Il na Europa (Ajzenberg et al., 2002).
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Recentes surtos de toxoplasmose humana também foram relatados na
América do Sul (Demar et al, 2007;. Vaudaux et al, 2010). Em cada um destes
casos, oocistos derivados de uma unica cepa de T. gondii contaminando o meio
ambiente sdo a provavel origem da infeccdo. No entanto no estudo corrente, ndo
existe nenhuma indicacdo de surto nos pacientes estudados, uma vez que estes
tiveram toxoplasmose ativa diagnosticados no Estado de S&o Paulo em diferentes
periodos.

Os demais gendtipos identificados foram o genoétipo # 71, previamente
identificado em galinhas (TgCkBr26 e TgCkBr69) do Rio de Janeiro (Dubey et al.,
2008) e 0 genotipo # 6 que € o principal tipo virulento BRI relatado anteriormente
no Brasil (Pena et al., 2008). Foi também a causa do surto de toxoplasmose por
via hidrica, em Santa Isabel do Brasil (Vaudaux et al., 2010). Os genatipos # 71 e
# 6 foram isolados de pacientes com toxoplasmose cerebral difusa e severa.
Embora raro, existem alguns relatos anteriores sobre a apresentacdo da
toxoplasmose humana e gendtipos do parasita, principalmente relacionadas com
genaotipos nao-clonais da América do Norte (Grigg et al, 2001b), Europa (Bossi e
Bricaire, 2004.; Delhaes et al. 2010) e Brasil (Khan et al., 2006). Além disso, um
estudo recente mostrou que o T.gondii provoca doenca ocular mais grave em
criancas infectadas congenitamente no Brasil em comparacdo com a Europa, e
sugerem que as diferencas podem ser devido a infeccdo com gendétipos mais
virulentos do parasita que predominam no Brasil, mas que raramente sao
encontrados na Europa (Gilbert et al., 2008).

Um estudo realizado em Fernando de Noronha indicou que isolados de T.
gondii provenientes de galinhas caipiras apresentaram os genétipos clonais que
sdo dominantes na Europa e América do Norte. Este resultado é inesperado, ja
que isolados do Brasil sdo fenotipicamente e geneticamente diferentes dos
isolados de outros paises (Dubey et al.; 2010b). Regifes geogréficas e diferentes
hospedeiros contribuem para variacdes genotipicas. Deste modo, novos estudos
S80 necessarios, pois a cada novo estudo que se realiza, novos perfis genotipicos

sao encontrados (Grigg et al., 2001a; Lehmann et al., 2006; Dubey e Su, 2009).
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Este estudo mostrou que é possivel genotipar cepas de T. gondii
diretamente de amostras clinicas de pacientes humanos por multilocus PCR-
RFLP. Os resultados deste estudo revelaram uma alta frequéncia do gendétipo #
65. Isso pode ser explicado por duas possibilidades: i. O genoétipo # 65 é
responsavel por grande parte das infeccées humanas, em Séo Paulo, Brasil, ou ii.
O gendtipo # 65 € altamente virulento para 0 homem e pode levar a alta carga

parasitaria nos tecidos do que outros genétipos.
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6. Conclusdes

1. Este estudo mostrou que é possivel genotipar cepas T. gondii diretamente

de amostras clinicas humanas por multilocus PCR-RFLP.
2. O marcador SAG2 (5’- SAG2 e 3’- SAG2) foi 0 mais sensivel genotipando
91,9% das amostras clinicas, enquanto o marcador PK1 foi o menos sensivel

genotipando somente 32,2% das amostras clinicas.

3. Predominéncia do gendtipo # 65 em pacientes com toxoplasmose

diagnosticados no estado de Sao Paulo.
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8. Anexos

Anexo 1: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Sao José do Rio Preto.

A FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.° 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 319/2008

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 4533/2008 sob a responsabilidade de Vera Lucia
Pereira Chioccola com o titulo “Genotipagem de cepas polimérficas de
Toxoplasma gondii provenientes de pacientes com Toxoplasmose” estd de
acordo com a resolugdo CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevéncia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste
Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do

Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 11 de agosto de 2008.

Prof. Dr. Antonil os Pires
Coordenador do AMERP

e e

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S3o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Anexo 2: Ferreira IM, Vidal JE, de Mattos C de C, de Mattos LC, Qu D, Su C,
Pereira-Chioccola VL. Toxoplasma gondii isolates: Multilocus RFLP-PCR
genotyping from human patients in Sao Paulo State, Brazil identified distinct
genotypes. Exp Parasitol. 2011; 129:190-5.
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