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RESUMO 

 

 

YAI, L. E. O. Caracterização biológica e genotípica de isolados de Toxoplasma 
gondii de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) do Estado de São Paulo. 
[Biological and genotypic characterization of Toxoplasma gondii isolates from 
capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris) from São Paulo State]. 2007.  137 f. Tese 
(Doutorado em Medicina Veterinária) - Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zoorecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 
 

 

Foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, através do teste de 
aglutinação modificado (MAT), em 68 amostras de soros de capivaras de seis 
municípios no Estado de São Paulo. Anticorpos (MAT≥25) foram encontrados em 51 
(75%) capivaras examinadas. Dentre estas realizou-se o bioensaio em 
camundongos, com tecidos do cérebro, coração e língua, de 40 capivaras, sendo 
obtidos 36 isolados (90%). Não houve associação entre o número de isolados e 
idade das capivaras (p=0,21), sexo (p=0,58) ou tipo de criação (p=0,62), isto é, 
criadouros e vida livre, bem como a freqüência de isolamentos e os títulos de 
anticorpos (p=0,99). A análise de polimorfismo de comprimento dos fragmentos de 
DNA gerados por enzimas de restrição (RFLP) sobre produtos do locus SAG2 
amplificados pela reação em cadeia pela polimerase (PCR) revelou que 20 isolados 
(55,5%) pertenciam ao genótipo I, 14 (38,9%) ao genótipo III e dois (5,6%) que 
apresentaram genótipo misto (tipos I e III). Não foi encontrado isolado tipo II. A 
proporção de isolados tipo I entre as capivaras de vida livre foi maior (p=0,049) do 
que entre as capivaras provenientes de criadouros. Por outro lado, entre as 
capivaras de criadouros, a proporção de isolados tipo III foi maior (p=0,041). A 
maioria dos isolados tipo I (12/20) causou óbito em todos os camundongos 
infectados e, em nenhum grupo com este isolado, 100% dos camundongos 
sobreviveram. A maioria dos isolados tipo III (8/14) não matou nenhum camundongo 
infectado. A freqüência de óbitos em camundongos com genótipo I (86%) foi maior 
do que o tipo III (44,9%) (p<0,001), enquanto a sobrevida dos camundongos com 
genótipo III foi significativamente maior que a dos camundongos com genótipo I 
(p<0,001). Foram encontrados cistos nos cérebros dos camundongos infectados em 
todos os 36 isolados. A análise genotípica também foi realizada diretamente dos 
tecidos de 35 das 36 capivaras (homogeneizados de tecidos) das quais houve 
isolamento pelo bioensaio, usando nestedPCR-RFLP no locus SAG2. Foram 
caracterizadas 22 amostras (62,8%), 21 delas idênticas aos dos isolados 
correspondentes. Em uma amostra genótipo misto foi obtido dos tecidos primários e 
tipo I no isolado. Os genótipos mistos foram confirmados pelo seqüenciamento de 
DNA dos produtos da nestedPCR obtidos das amostras primárias das capivaras. 
 
 
Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Isolados. Genótipos. Caracterização molecular. 

Capivaras. 
 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

YAI, L. E. O. Biological and genotypic characterization of Toxoplasma gondii 
isolates from capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris) from São Paulo State. 
[Caracterização biológica e genotípica de isolados de Toxoplasma gondii de 
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) do Estado de São Paulo]. 2007.  137 f. Tese 
(Doutorado em Medicina Veterinária) - Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zoorecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 
 
 

Antibodies to Toxoplasma gondii were assayed by the modified agglutination test 
(MAT) in serum samples of 68 capybaras from six counties in São Paulo state, Brazil. 
Antibodies (MAT≥25) were found in 51 (75%) capybaras examined. Tissues (brain, 
heart and tongue) of 40 of the seropositive capybaras were bioassayed in mice and 
36 (90%) isolates were obtained. There was no statistical association between 
number of isolates and age (p=0.21), gender (p=0.58) and type of rearing (p=0.62), 
as well as no association with frequency of isolations and antibody titer distribution 
(p=0.99). Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis in PCR-
amplified SAG2 locus products revealed that 20 isolates (55.5%) were genotype I, 14 
(38.9%) were genotype III and two (5.6%) were mixed genotypes (types I and III). 
Type II isolate was not found. The proportion of type I isolates in the group of wildlife 
capybaras was higher (p=0.049) than in the captive rearing group. On the other 
hand, the proportion of type III isolates was significantly higher in the captive rearing 
group (p=0.041). Most of the type I isolates (12/20) killed all infected mice and none 
of those groups had 100% of surviving mice. Most of the mice infected with genotype 
III isolate survived. The mortality rate in mice infected with genotype I (86%) was 
higher than the type III (44.9%) (p<0.001) and mice infected with type III isolates 
survived for longer periods than type I isolates (p<0.001). Tissue cysts were found in 
mice infected with all 36 isolates. Genotyping was also done directly from the tissue 
homogenates from the 35 of 36 capybaras using nested-PCR-RFLP analysis on the 
SAG2 locus. Twenty–two samples (62.8%) were characterized and in 21 the 
genotypes found were the same as those from the corresponding isolates. In one 
sample, mixed genotype was detected directly from the primary sample and type I 
from the mice isolate. The mixed genotype was confirmed by direct DNA sequencing 
of the nestedPCR products from the capybaras primary samples. 
 
 
Key words: Toxoplasma gondii. Isolates. Genotypes. Characterization molecular. 

Capybaras. 
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RIFI   reação de imunofluorescência indireta 

s    segundo(s) 

SDS dodecilsulfato de sódio 

SSR  seqüências simples repetidas 

Taq   Thermophillus aquaticus 

TBE   tampão Tris-borato-EDTA 

TE      tampão Tris-EDTA 
TM    “trade mark” 

Tris  hidroximetilaminometano 

U    unidade internacional 

UV  ultravioleta 

v/v  volume/volume 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular obrigatório com 

distribuição mundial e capacidade de infectar a maioria dos animais de sangue 

quente, incluindo aves e animais silvestre e doméstico e o homem (BOOTHROYD et 

al., 1998). Os primeiros relatos da doença ocorreram em 1909, quando os 

pesquisadores Nicolle e Manceau1 (1908 apud TENTER; JOHNSON, 1997, p. 87) 

descobriram o parasita em um pequeno roedor africano (Ctenodactylus gondi) em 

Túnis, no norte da África. Na mesma época, Splendore2 (1908 apud FARREL et al., 

1952, p. 181) encontrou o parasita em um coelho de laboratório na cidade de São 

Paulo, Brasil. 

A patogenicidade da infecção por T. gondii em diferentes espécies varia 

muito, sendo que os mais vulneráveis, nos quais a infecção aguda geralmente é 

fatal, são os marsupiais australianos como os cangurus (Macropus fuliginosus), os 

coalas (Phascolarctos cinereus), os macacos do Novo Mundo e os pingüins (INNES, 

1997). Aliado a notável capacidade do T. gondii de infectar qualquer célula nucleada, 

estas características explicariam a ampla difusão do parasita no mundo. Estima-se 

que até um terço da população humana tenha sido exposta ao T. gondii (JACKSON; 

HUTCHISON, 1989; ASHBURN, 1992; DUBEY, 1998b).  

 T. gondii apresenta um ciclo de vida heteroxeno facultativo, sendo que em 

Dubey e Towle (1986), estabeleceu as três vias primárias de transmissão: fecal-oral, 

carnivorismo e congênita. Os únicos hospedeiros definitivos são os felídeos 

(silvestres e o gato doméstico) e outros mamíferos e aves são os hospedeiros 

intermediários. Nos felídeos ocorre a multiplicação enteroepitelial, com a produção 

de oocistos que são levados ao meio ambiente juntamente com as fezes. Além dos 

oocistos, outras formas de vida existentes nas fases aguda e crônica da infecção 

(taquizoítos e cistos) são transmitidas ao hospedeiro susceptível, ampliando o risco 

de infecção para o homem e outros animais. 
                                                           
1
  NICOLLE, M. M. C.; MANCEAUX, I. Sur une infection à corps de Leishmann (organisms voisins) du 

gondi. Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances de l’Academie des Sciences. Paris, v. 
147, p. 763-766, 1908. 

2
  SPLENDORE, A. Un nuovo protozoa parasita de conigli incontrato nelle lesioni anatomiche d’una 

malattia che ricorda in molti punti il kala-azar dell’umo. Nota preliminare. Revista Sociedade 
Scientifica São Paulo, v. 3, p. 109-112, 1908. 
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 Após a ingestão pelo hospedeiro, a parede externa de cistos ou oocistos é 

rompida por degradação enzimática e as formas infectantes (bradizoítos ou 

esporozoítos) são liberadas no lume intestinal. No intestino, elas rapidamente 

invadem as células e se diferenciam em taquizoítos (formas de multiplicação rápida), 

que se dividem assexuadamente por endodiogenia (TENTER; HECKEROTH; 

WEISS, 2000) 

 A infecção também pode ser vertical, por transmissão transplacentária de 

taquizoítas (FRENKEL, 1990; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). A 

toxoplasmose congênita é uma das mais significativas causas de abortamento e 

mortalidade neonatal em ovinos, caprinos e suínos em vários países (DUBEY; 

TOWLE, 1986). Por outro lado, a toxoplasmose adquirida em condições naturais, 

através da via oral, é a principal forma de ocorrência e disseminação do agente 

dentro da população humana e animal. 

Normalmente, o T. gondii parasita o hospedeiro sem produzir sinais 

clínicos, mas leva à formação de cistos latentes que podem persistir durante a vida 

do indivíduo. Os maiores problemas clínicos da toxoplasmose referem-se à (1) 

infecção primária durante a gestação, que pode resultar em infecção congênita do 

feto, levando a quadros neurológicos e oculares variados, como retardo mental e 

cegueira em crianças; em ovinos, caprinos e suínos, leva a abortamentos e 

mortalidade neonatal causando perdas econômicas; (2) reativação de infecções 

latentes em indivíduos imunossuprimidos, levando a quadros clínicos severos e às 

vezes fatais (DUBEY; BEATTIE, 1988; LÜDER; GROSS, 1998; TENTER; 

HECKEROTH; WEISS, 2000). 

Pouco se sabe sobre a importância da transmissão horizontal do T. gondii 

entre diferentes espécies de hospedeiros, a importância dos reservatórios do 

parasita na natureza e do impacto epidemiológico de diferentes espécies causando 

infecção ou doença em seres humanos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).  

Como a capivara vive em ambientes com recurso hídrico e grande 

variedade de vegetação, habitat propício para a sobrevivência de oocistos de T. 

gondii, torna-se compreensível o encontro de alta prevalência de animais 

soropositivos. Acrescenta-se ainda que a capivara encontra-se em número 

abundante em várias regiões do Estado de São Paulo, devido ao alto grau de 

interferência humana no meio ambiente e à falta de predadores. Essa elevada 
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densidade populacional tem levado a ocorrência crescente de danos à agricultura 

(FERRAZ et al., 2003) e riscos à saúde pública (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente 

e dos Recursos Naturais Renováveis – IBAMA). O IBAMA, com o intuito de 

minimizar tais problemas, tem incentivado o encaminhamento desses animais para 

criadouros comerciais, a fim de destiná-los ao consumo humano. 

Para a detecção de cistos teciduais do T. gondii nos órgãos dos 

hospedeiros, o método de digestão de tecidos seguido de bioensaio em 

camundongos pode ser utilizado a fim de aumentar a taxa de recuperação do 

parasito (DUBEY, 1998a). O bioensaio em camundongos é importante, pois o 

número de cistos em animais maiores é baixo, ao redor de um cisto por 25-250 g de 

órgão. A digestão dos tecidos de um hospedeiro em tripsina ou pepsina permite o 

exame de maior quantidade de material, levando à dissolução da parede dos cistos, 

liberando os bradizoítos. Um cisto de T. gondii contém quatro a muitas centenas de 

bradizoítos, dependendo da amostra, hospedeiro e tempo de infecção (DUBEY; 

BEATTIE, 1988; DUBEY, 1997).  

A seleção de tecidos examinados também é um fator importante. Em 

capivaras, não há relatos de quais os melhores órgãos para o isolamento do 

parasita, entretanto em outros roedores como camundongos e ratos, o cérebro é o 

órgão de eleição (DUBEY, 1997).  Também no suíno, animal de porte médio à 

semelhança da capivara, foram pesquisados órgãos de eleição para isolamento de 

T.gondii em camundongos e verificaram que a taxa de recuperação do parasita do 

coração, cérebro e língua era alta (DUBEY; MURREL; FAYER, 1984; DUBEY, 

1988). 

A patogenicidade do T. gondii está estreitamente relacionada à virulência 

da cepa e à espécie hospedeira. O camundongo (Mus musculus) tem sido utilizado 

preferencialmente como modelo animal experimental da toxoplasmose. As amostras 

de T. gondii variam em sua patogenicidade para os camundongos, sendo altamente 

virulentas ou não-virulentas, originando infecções crônicas. Estas diferenças podem 

ser particularmente percebidas no primeiro isolamento, uma vez que a 

patogenicidade pode ser alterada por passagens repetidas no mesmo hospedeiro 

(DUBEY; BEATTIE, 1988). Sabe-se também que de certas linhagens de 

camundongos são mais suscetíveis que outras à infecção pelo T. gondii levando a 

variações de resultados dentro da mesma cepa (ARAUJO et al., 1976). Em bovinos 
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inoculados experimentalmente com oocistos de T. gondii, a susceptiblidade de três 

diferentes raças (Bos indicus, Bos taurus e Bubalus bubalis) foi avaliada quanto aos 

parâmetros clínico-laboratoriais.  Os autores verificaram que os taurinos foram mais 

sensíveis ao T. gondii do que os zebuínos e estes não diferiram significativamente 

dos bubalinos, que tiveram aparente normalidade clínico-laboratrial (OLIVEIRA; 

COSTA; SABATINI, 2001), mostrando que raça e espécie também podem interferir 

na infecção por este patógeno. 

Mesmo diferindo em algumas propriedades biológicas, as amostras 

conhecidas de T. gondii são similares antigenicamente, morfologicamente e na sua 

capacidade de infectar uma variedade de hospedeiros. Nas últimas três décadas T. 

gondii tem sido considerado como a única espécie válida do gênero Toxoplasma 

(DUBEY; BEATTIE, 1988; SIBLEY; BOOTHROYD, 1992; TENTER; JOHNSON, 

1997).  

A caracterização genotípica de diferentes isolados de T. gondii através de 

métodos moleculares tem sido realizada com amostras de humanos, ovinos, suínos, 

aves, cães, gatos e animais silvestres.  

Apesar de sua grande distribuição mundial, ampla gama de hospedeiros, e 

da presença de uma fase sexual no seu ciclo biológico, o T. gondii apresentou uma 

baixa variação genética quando diferentes isolados foram analisadas através do 

polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA gerados por enzima de 

restrição (RFLP) (CRISTINA et al., 1991; SIBLEY; BOOTHROYD, 1992) ou de 

marcadores isoenzimáticos (DARDÉ; BOUTEILLE; PESTRE-ALEXANDRE, 1992), 

revelando uma estrutura populacional clonal. Esta clonalidade se manifesta pelo 

isolamento repetitivo do mesmo genótipo em amostras não relacionadas, e pela 

ausência dos vários genótipos recombinantes possíveis. Howe e Sibley (1995) 

mostraram que amostras de T. gondii isoladas do homem e dos animais podiam ser 

agrupadas em três linhagens clonais distribuídas mundialmente, denominadas como 

tipos I, II e III. 

Entretanto, estes estudos foram realizados em amostras procedentes 

principalmente da Europa e América do Norte e quando as pesquisas começaram a 

se estender para outros países de outros continentes (AJZENBERG et al., 2004; 

LEHMANN et al., 2004; SU; ZHANG; DUBEY, 2006; FERREIRA et al., 2006), 

observaram alta porcentagem de genótipos atípicos ou recombinantes, sugerindo 
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que a população de T. gondii seria altamente diversa nessas regiões, apontando 

para variações na epidemiologia do T. gondii dependendo da região estudada.
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2 OBJETIVOS 

 

 

As capivaras estão muito disseminadas em todo o Brasil e são utilizadas 

no consumo de sua carne por humanos. Devido à falta de informações sobre as 

características biológicas e genotípicas dos isolados do T. gondii nessa espécie, o 

estudo tem como objetivos: 

 

 

� Isolamento e caracterização biológica de T. gondii em tecidos de capivaras 

naturalmente infectadas do Estado de São Paulo, através de bioensaio em 

camundongos, e 

 

� Caracterização genotípica dos isolados obtidos e das amostras primárias das 

capivaras através da utilização da técnica de PCR-RFLP, usando como marcador 

o locus SAG2. 
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3  REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 

3.1 A CAPIVARA 

 

 

 Os primeiros roedores notificados no continente sul-americano datam de 

aproximadamente 45 milhões de anos (WYSS et al., 1993) e os mais importantes 

roedores histricognatas com potencial produtivo para manejo são: a paca, a cutia e a 

capivara. Pertencem à super-família Cavioidea e a capivara à família 

Hydrochaeridae, com um gênero e duas espécies: Hrydrochaeris hydrochaeris e H. 

isthmius (MOREIRA; MACDONALD, 1997). 

 A capivara é o maior roedor existente com comprimento de 100 a 130cm, 

altura de até 50cm e peso médio do animal adulto de 52,41 Kg (MOREIRA; 

MACDONALD, 1993). A capivara é uma espécie semi-aquática, vive próxima da 

água, raramente a mais de 500m longe desta (OJASTI, 1991). Devido ao fato de não 

possuir glândulas sudoríparas bem desenvolvidas e destas ficarem muito esparsas 

no corpo, o animal necessita de água ou de abrigo sombrio para a regulação da 

temperatura corporal (PEREIRA; MCEVAN; FINLEY, 1980).  

 Vivem em grupos sociais, nos mais diferentes tipos de ambientes, desde 

matas ciliares até savanas com áreas alagáveis nos tempos chuvosos, em um corpo 

d’água, numa área seca (OJASTI, 1973), em manguezais salobros ou mesmo áreas 

de altitudes de até 1.500m como o Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros em 

Goiás (MOREIRA; MACDONALD, 1997).  

 Os grupos são formados geralmente por um macho dominante, dois ou 

três machos submissos, fêmeas em maior números, jovens e filhotes. Apresentam 

tamanhos e composições diferentes conforme o tipo de ambiente: em áreas pouco 

alteradas, variam de três a 14 indivíduos (MACDONALD, 1981) e em áreas 

antropizadas podem conviver mais de 40 animais adultos. É um animal herbívoro 

primário, alimentando-se, primariamente de capins, principalmente os de áreas 

alagadas e plantas aquáticas, porém se adapta facilmente a outros itens 

alimentares, como: milho, cana de açúcar, abóbora etc. Apresenta eficiência 
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digestiva similar aos ruminantes ao redor de 52% (ESCOBAR; GONZÁLEZ-

JIMENEZ, 1976).  

 Sua exploração, principalmente para o consumo de carne, remonta desde 

a caça de subsistência, praticada por camponeses e comunidades indígenas. Os 

roedores formam a segunda ordem dentre os mamíferos mais capturados pelos 

índios, superados apenas pelos primatas. Por outro lado, a carne de capivara, fresca 

ou salgada, é muito apreciada em algumas regiões, principalmente da América do 

Sul (OJASTI, 1991). 

 Esses animais estão largamente distribuídos nas Américas Central e Sul, 

sendo que todos os países, exceto o Chile, possuem populações de capivaras, 

sendo descrita uma densidade populacional no Pantanal de 1,6 a 7 animais/km2 

(SCHALLER, 1983; ALHO; CAMPOS; GONÇALVES, 1987) e na Venezuela de 0,3 a 

36 animal/ km2 (OJASTI, 1973). 

 No Estado de São Paulo a capivara apresenta alta densidade em 

ambientes com elevado grau de antropização. Esse elevado número vem 

ocasionando sérios danos à agricultura, cujas reclamações vem crescendo nos 

últimos anos. Ferraz et al. (2003) realizaram estudo para avaliar quantitativamente 

os danos causados por esta espécie numa plantação de milho e verificaram que 

cerca de 26,5% da área plantada foi danificada.  Por outro lado não existem 

levantamentos populacionais na região, existindo somente dados de reclamações 

registrados no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis, do Ministério do Meio Ambiente (IBAMA). Esse número está crescendo 

nos últimos anos e estão concentrados principalmente na região centro/leste e 

centro/noroeste do Estado de São Paulo (IBAMA).  

 No Brasil, a capivara tem sido vista como alto potencial de recurso natural 

renovável e seu manejo assistido pode representar alta rentabilidade e reduzir seu 

impacto danoso à agricultura e riscos de transmissão de doenças para o homem e 

animais domésticos, que seriam os criadouros.  

  Para a criação de capivaras, segundo o IBAMA, o ideal seria através do 

manejo semi-extensivo, que consistiria em manejar os animais em áreas naturais, 

sem confinamento. Estas áreas naturais são constituídas por lagoas ou reservatórios 

artificiais em cujas margens ou próximo a elas existem pequenos capões de mata e 
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áreas abertas ou pastos. As coleções hídricas, os capões de mata e as áreas 

abertas juntas constituem o habitat ideal para a capivara.  

 Ao redor da lagoa é realizado um cercamento para evitar a fuga dos 

animais e o manejo alimentar consiste em adicionar, no brete específico, alguns 

ítens à dieta da capivara, como milho e capim. O manejo sanitário, também realizado 

em brete, consiste em realizar pulverizações periódicas com carrapaticidas e 

vermifugações. 

 A área cercada é utilizada para o manejo de apenas um grupo familiar. 

Quando o criador pretende trabalhar com mais de um grupo, a área é subdividida em 

piquetes para evitar a competição entre os indivíduos. A territorialidade e a estrutura 

hierárquica da capivara são características da espécie que inviabilizam a criação de 

mais de um grupo no mesmo piquete. 

 O plantel inicial é formado a partir de capturas autorizadas ou pela 

aquisição de matrizes e reprodutores de criadouros registrados no IBAMA. Os 

animais provenientes de captura devem permanecer no criadouro e não podem ser 

destinados ao abate. O abate é permitido somente a partir da geração F1.  

 Nos criadouros, quando os animais podem ser mais bem observados, não 

se tem registros de encontro de sinais clínicos sugestivos de enfermidades e poucas 

pesquisas de isolamento de microorganismos patogênicos (BERSANO et al., 2002). 

Na literatura tem-se encontrado alguns estudos de ocorrência de helmintos em 

capivaras (HOFFMANN et al., 1986; COSTA; CATTO, 1994; NASCIMENTO et al., 

2000), oocistos de Eimeria spp (CASAS; DUSZYNSKI; ZALLES, 1995), parvovírus 

suíno (BERSANO et al., 2000) e isolamento de Trypanosoma evansi (MUÑOZ; 

CHÁVEZ, 2001). 

 Com relação às zoonoses, os roedores são reservatórios naturais de 

muitas doenças: leptospirose (FOWLER, 1986), hantavirose (ACHA; SZIFRES, 

1986), leishmaniose cutânea (GOMES et al., 1990) entre outras. Em relação à febre 

maculosa, existe uma forte associação epidemiológica entre o aumento da 

incidência da doença  em algumas áreas do Estado de São Paulo, a partir da 

década de 90, com o notável aumento das populações de capivaras nestes locais, 

no mesmo período. Também, a capivara pode ser um potencial reservatório da 
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bactéria uma vez que é considerado hospedeiro primário para o carrapato 

Amblyomma cajennense (LABRUNA et al., 2002). 

 

 

3.2 TOXOPLASMA GONDII 

 

 

 Pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Sub-classe Coccidia, 

Ordem Eucoccidiida, Subordem: Eimeriina, Família Sarcocystidae e Sub-família 

Toxoplasmatinae, Gênero: Toxoplasma (LEVINE et al., 1980). O gênero Toxoplasma 

compreende somente uma espécie válida: Toxoplasma gondii. 

 O ciclo biológico do T. gondii foi somente elucidado após mais de 50 anos 

do primeiro relato de encontro de taquizoítas no baço, fígado e sangue de roedor 

silvestre do norte da África (NICOLLE; MANCEUAX1 1908, apud TENTER; 

JOHNSON, 1997, p. 87), e começou com a descoberta de que material fecal de 

gatos que foram alimentados previamente com carcassas e cérebros de 

camundongos infectados com cistos induzia infecção quando ingerido por outro 

camundongo (TENTER; JOHNSON, 1997). 

 Análise genética do T. gondii tem revelado um genoma nuclear 

marcadamente estável de 87 Mb (megabase), consistindo de 14 cromossomos; um 

DNA circular extracromossomal dentro de uma organela (apicoplasto) com 

propriedades plastídeo-like de 35Kb (kilobase) e um genoma mitocondrial de 6 Kb. O 

genoma nuclear é haploide para a maioria dos estágios do ciclo do parasita, exceto 

para uma fase diploide breve no intestino do gato antes da meiose. Os 14 

cromossomos são designados por números romanos Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VIIa, VIIb, 

VIII, IX, X, XI, XII) e os tamanhos variam de aproximadamente 1,8 Mb a > 10 Mb. T. 

gondii mantém um genoma nuclear bastante conservado, apesar do amplo espectro 

de hospedeiros e o ciclo sexual não obrigatório (AJIOKA; FITZPATRICK; REITTER, 

2001; SU et al., 2002; KHAN et al., 2005).  

                                                           
1
 NICOLLE, M. M. C.; MANCEAUX, I. Sur une infection à corps de Leishmann (organisms voisins) du 

gondi. Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances de l’Academie des Sciences. Paris, v. 
147, p. 763-766, 1908. 

 



Revisão da Literatura 

 

34 

 Existem três estágios infectivos de T. gondii: taquizoíto, bradizoíto (em 

cistos teciduais) e esporozoíto (em oocistos). Tanto os hospedeiros definitivos como 

os  intermediários são susceptíveis aos três estágios de T. gondii e podem adquirir a 

infecção pelas vias: (1) horizontal, através da ingestão de ooscistos esporulados no 

meio ambiente; (2) horizontal, pela ingestão de cistos teciduais contidos em carne 

crua ou mal cozida ou mesmo vísceras de hospedeiros intermediários e (3) vertical, 

pela transmissão transplacentária por taquizoítos. Assim, T. gondii pode ser 

transmitido dos hospedeiros definitivos para os intermediários, dos intermediários 

para os definitivos, assim como entre os hospediros definitivos e entre os 

intermediários. O ciclo de vida pode continuar indefinidamente pela transmissão de 

cistos teciduais entre hospedeiros intermediários (mesmo na ausência dos 

hospedeiros definitivos) e também pela transmissão de T. gondii, através de oocistos 

entre hosdeiros definitivos, mesmo na ausência de hospedeiros intermediários 

(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). 

 Os taquizoítos apresentam a forma em lua crescente, medindo 2 µm x 6 

µm de tamanho, penetram a célula hospedeira ativamente pela membrana celular, 

sendo então, envoltos pelo vacúolo parasitóforo, que os protege dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro. Multiplicam-se assexuadamente por divisões binárias 

repetidas até a ruptura da célula, infectando indiscriminadamente muitos tipos 

celulares e se disseminando rapidamente dentro do organismo do hospedeiro. Após 

um número desconhecido de divisões, os taquizoítos passam para outro estágio: 

bradizoítos, dentro de cistos tissulares (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004). 

 Os cistos tissulares crescem e permanecem intracelulares. Variam de 5 

µm a 70 µm e contém de poucos a várias centenas de bradizoítos. Intactos são 

inofensivos e podem persistir ao longo da vida do hospedeiro (DUBEY, 1998a), são 

mais prevalentes nos tecidos muscular e neural, incluindo o cérebro, olhos, 

músculos cardíaco e esquelético.  Os bradizoítos crescem mais lentamente dentro 

de cistos tissulares, apresentam também a forma de lua crescente, porém mais 

delgados que os taquizoítas, medindo 1,5 µm x 7 µm de tamanho. O núcleo no 

bradizoíto está localizado na direção da extremidade posterior, enquanto no 

taquizoíto a localização é mais central, assim como os bradizoítos são mais 

resistentes à ação de enzimas proteolíticas. Quando ingerido por um gato, a parede 

do cisto é digerida por enzimas proteolíticas no estômago e intestino delgado e 
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então são liberados os bradizoítos. Alguns penetram a lâmina própria do intestino e 

se multiplicam como taquizoítos e em poucas horas se disseminam pelos tecidos 

extra-intestinais. Outros bradizoítos penetram as células do epitélio intestinal e 

iniciam-se as gerações assexuadas (esquizontes tipo A-E). Os merozoítos, liberados 

dos esquizontes, formam os gametas masculinos e femininos. Após a fertilização, 

formam-se as paredes dos oocistos em volta dos gametas e quando os oocistos 

tornam-se maduros são liberados na luz intestinal através da ruptura das células do 

epitélio intestinal (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004). 

 Os oocistos são formados unicamente nos felinos domésticos e silvestres. 

Eliminam oocistos após ingestão de bradizoítos, taquizoítos ou esporozoítos, porém, 

menos de 50% dos gatos eliminam oocistos após ingestão de taquizoítos ou 

oocistos, enquanto praticamente todos eliminam oocistos após ingestão de 

bradizoítos (DUBEY; FRENKEL, 1976).  

 Os oocistos recém eliminados nas fezes, não estão esporulados (não 

infectantes), apresentam a forma subesférica para esférica e tamanho de 10 µm x 12 

µm. A esporulação ocorre no meio ambiente dentro de um a cinco dias, dependendo 

da aeração e temperatura. Os oocistos esporulados contém dois esporocistos 

elipsoidais. Cada esporocisto contém quatro esporozoítos (DUBEY; MORALES; 

LEHMANN, 2004). 

 Os hospedeiros, incluindo os gatos, podem adquirir T. gondii pela ingestão 

de animais infectados ou alimento ou água contaminados com oocistos esporulados, 

ou pela transmissão transplacentária. Após a ingestão, os bradizoítos ou 

esporozoítos penetram os tecidos intestinais, transformam-se em taquizoítos, os 

quais multiplicam-se no local e se disseminam pelo organismo pela via sanguínea ou 

linfática. Após poucos ciclos de multiplicação, os taquizoítos se transformam em 

bradizoítos em uma variedade de tecidos (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004).  

 Oocistos de T. gondii são eliminados pelos gatos domésticos e outros 

felinos, resultando na contaminação do meio ambiente (DUBEY; BEATTIE, 1988) e 

os gatos domésticos são provavelmente a maior fonte de contaminação, pois, uma 

simples defecação do gato pode conter em torno de 10 milhões de oocistos 

(DUBEY; BEATTIE, 1988). Oocistos não esporulados podem sobreviver por pelo 

menos três meses no meio ambiente e conservar sua habilidade em infectar, quando 

colocados sob condições apropriadas (LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 2002). 
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Esses oocistos infectantes podem sobreviver por até 18 meses em condições 

adversas, contaminando a água e as pastagens e disseminando, por sua vez, o 

parasita entre os herbívoros (DUBEY; BEATTIE, 1988). Dubey, Hoover e Walls 

(1977) verificaram que os gatos são susceptíveis em qualquer idade, sexo e raça, 

sendo que gatinhos infectados congenitalmente também podem eliminar oocistos 

(DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004).  

 As taxas de infecção em gatos podem ser determinadas pela taxa de 

infecção da população de aves e roedores de um determinado local, como foi 

relatado na Costa Rica, onde foram encontrados oocistos em 23,2% de 232 gatos 

analisados e a infecção das aves e roedores também foi alta (RUIZ; FRENKEL, 

1980). 

 No Rio de Janeiro (Brasil), foram descritos casos endêmicos da infecção 

em humanos, onde aproximadamente 60% das crianças de seis a oito anos de idade 

apresentaram anticorpos anti-T. gondii, os quais foram  relacionados a ingestão de 

oocistos do meio ambiente altamente contaminado (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). 

 A água tem sido considerada um importante veículo de disseminação da 

toxoplasmose humana. Ocorrência de surtos por essa via, pela presença de oocistos 

de T. gondii foi descrita no Canadá, onde 7718 pessoas adquiriram a infecção por T. 

gondii devido à ingestão de água de um reservatório municipal. No Panamá, recrutas 

das forças armadas, realizando exercícios na selva, adquiriram a infecção ingerindo 

água de pequeno reservatório de abastecimento publico de água (DUBEY; 

MORALES; LEHMANN, 2004).  

 No Brasil, foi relatada a ocorrência de surto de toxoplasmose no campus 

da universidade de São Paulo, na cidade de São Carlos, onde 113 indivíduos 

apresentaram sintomas e possivelmente a transmissão foi através de água ou 

alimento contaminado por oocistos, uma vez que pelo menos 200 gatos viviam 

livremente no local (GATTÁS et al., 2000). 

 Bahia-Oliveira et al. (2003) verificaram alta porcentagem de soropositivos 

entre pessoas de baixo nível sócio-econômico (84%) em levantamento sorológico 

realizado em Campos dos Goytacazes (RJ) e sugerem que a água seria a via 

principal de transmissão de oocistos de T. gondii, uma vez que essas pessoas 

costumam ingerir água não filtrada de poços, lagos ou riachos. 
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 Recentemente, em Santa Isabel do Ivaí (PR) foi relatado um surto por 

toxoplasmose na população, da qual foram examinadas 2884 pessoas, sendo  

detectados anticorpos IgG anti-T. gondii em 1255 pessoas.  Anticorpos IgM e IgG 

foram detectados em 426 indivíduos.  Este surto foi relacionado à ingestão de água 

de um dos dois reservatórios do Município, contaminado com fezes de uma família 

de gatos, estabelecida nos arredores do reservatório (DE MOURA et al., 2006). 

 Felideos silvestres têm apresentado papel muito importante na 

transmissão do T. gondii em alguns ambientes. Apesar da ampla distribuição de T. 

gondii no mundo, existem pequenas ilhas e atóis, onde a infecção pelo parasita é 

virtualmente ausente, devido ao fato da ausência de gatos nesses locais (TENTER; 

HECKEROTH; WEISS, 2000). Wallace, Zigas e Gajdusek (1974) verificaram 

prevalências inferiores a 2% em populações primitivas de Nova Guiné, onde a 

presença de gatos e felídeos silvestres é pouco freqüente, em contraposição às 

prevalências de 14 a 34% em populações que vivem onde os gatos são numerosos 

ou vivem na área há muito tempo. Também observaram uma prevalência de 50% 

em indígenas primitivos das selvas da Colômbia que não possuíam gatos 

domésticos, mas se alimentavam de felídeos silvestres.  

 No Brasil, em estudo de ocorrência de anticorpos anti-T. gondii  realizado 

por Amendoeira et al. (2003) em população indígena do Mato Grosso (MT), os 

Enawenê-Nawê, 80,4% dos 148 soros analisados foram positivos. Analisando-se os 

hábitos e costumes, aliados à alta soropositividade encontrada, os autores sugeriram 

que a presença de felinos silvestres nas imediações da aldeia e coleções de água 

poderia ter papel importante como fonte de infecção, contaminando o solo e, 

conseqüentemente, os insetos e fungos consumidos pelos índios.  

 A toxoplasmose tem sido severa em muitas espécies animais. Em ovinos 

e caprinos podem ocorrer morte embrionária e reabsorção, morte fetal e 

mumificação, abortamentos, nascimento prematuro e morte neonatal. Em suínos T. 

gondii pode causar mortalidade em jovens e nos animais silvestres a doença é 

severa, geralmente fatal, como nos marsupiais australianos, macacos do novo 

mundo, gatos selvagens e canários (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004) e entre 

os mamíferos marinhos, as lontras tem apresentado altas taxas de mortalidade 

devido a encefalites por toxoplasmose ao longo da costa da California (DUBEY; 

MORALES; LEHMANN, 2004 et al., 2003). 
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 Estima-se que nos EUA a reativação da toxoplasmose, com patologia 

grave no SNC, ocorra em aproximadamente 30% dos indivíduos que apresentam 

sorologia positiva para T. gondii e a síndrome da imunodeficiência adquirida 

simultaneamente (LUFT; REMINGTON, 1992). A encefalite é a manifestação mais 

importante da toxoplasmose em indivíduos imunossuprimidos, sendo a maior causa 

de mortes entre pacientes com AIDS (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004). 

 A infecção congênita pode ocorrer seguida da infecção materna durante a 

gravidez, porém, nem todas as infecções são transmitidas ao feto e o primeiro caso 

de infecção congênita por toxoplasmose em humanos foi descrito em 1923 

(SUKTHANA, 2006). A incidência da infecção fetal é de aproximadamnete 10% a 

15% quando ocorre a infecção materna durante o primeiro trimestre da gestação, 

30% no segundo trimestre e 60% no terceiro trimestre (WONG; REMINGTON, 

1994). A severidade da doença depende do estágio da gravidez em que ocorreu a 

infecção. Pode ser leve como uma pequena diminuiçao da acuidade visual, quando 

a infecção ocorre no terço final de gravidez ou se ocorrer no início da gravidez, 

desenvolver sinais completos da tétrade como: retinocoroidite, hidrocefalia, 

convulção e calcificação cerebral. (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004). 

 A infecção adquirida em humanos pode ser localizada ou generalizada, 

sendo a linfadenite a forma mais frequentemente observada. A linfoadenopatia pode 

estar associada à febre, fadiga, dor muscular, mal estar, dor de garganta e dor de 

cabeça (DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2004). O primeiro caso em adulto foi 

diagnosticado em 1940, apesar da descoberta do ciclo biológico somente em 1970 

(SUKTHANA, 2006). 

 A maioria das pesquisas em T. gondii têm sido focadas em seres humanos 

e animais domésticos, porém estudos de prevalência de anticorpos anti-T. gondii em 

mamíferos silvestres têm sido realizados (DUBEY; BEATTIE, 1988; DRESEN, 1990; 

SMITH; FRENKEL, 1995). Os carnívoros silvestres têm apresentado alta prevalência 

(45%) e nos herbívoros e omnívoros também tem-se encontrado positividade, de 8% 

a 19% (FRANTI et al., 1976; BURRIDGE et al., 1979).  

  Na Finlandia, Oksanen et al. (1997) examinaram 2577 amostras de soro 

de renas (herbívoros) e encontraram 0,9% de positividade e observaram que a 

prevalência da infecção por T. gondii nos adultos foi significativamente maior do que 

nos jovens. Nos EUA, Smith e Frenkel (1995) encontraram 15% dos animais 
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omnívoros e 11% dos herbívoros soropositivos para anticorpos anti-T. gondii. 

Estudos de prevalência de anticorpos anti-T. gondii em animais silvestres (52 

espécies) também foram realizados na República Popular da China, dos quais 

11,1% dos pássaros, 25% dos primatas, 69,4% dos carnívoros e 27,6% dos 

herbívoros foram positivos (ZHANG et al., 2000). 

  Nos EUA os carnívoros silvestres têm apresentado alta prevalência 

(59,0% a 85,9%) (DUBEY et al., 1999) e no Brasil, Gennari et al. (2004), em 

canídeos silvestres brasileiros, encontraram 35,1% de positividade para anticorpos 

anti-T. gondii.  

 Entre todos os hospedeiros de T. gondii nos EUA e talvez no mundo, os 

ursos pretos (Ursus americanus) apresentam prevalência mais alta (82%). Também, 

os racoons (Procyon lotor) apresentam altas prevalências, entre 48% e 70% e os 

veados (Odocoileus virginiana), 46,5% (DUBEY et al., 2004d). 

 Carme et al. (2002) verificaram alta soroprevalência de anticorpos anti-T. 

gondii em animais não carnívoros da Guiana Francesa (paca, tatu, porco selvagem, 

tamanduá), variando de 42 a 62% de soropositivos. 

 Thoisy et al. (2003) analisaram 456 amostras de soros de mamíferos 

silvestres neotropicais da Guiana Francesa, dos quais foram soropositivos animais 

das ordens: marsupialia (8% a 20%), xenarthra (0% a 39%), carnivora (10% a 72%), 

artiodactyla (40% a 68%), primata (05 a 4%) e rodentia (0% a 60%). Os autores 

também observaram que os animais terrestres eram significativamente mais 

expostos ao T. gondii do que outros mamíferos, devido, provavelmente à exposição 

oral aos oocistos presentes no solo e/ou carnivorismo. 

 Com o objetivo de investigar a ocorrência de anticorpos anti-T. gondii em 

mamíferos silvestres do Parque Nacional de Emas (Goiás), foram examinadas 327 

amostras de soro, das quais, 148 (45,3%) foram positivas. Entre os canídeos, 70% 

dos lobos-guará (Chrysocyon brachyurus), 38,7% dos cachorros do mato 

(Cerdocyon thous) e 50% das raposas-do-campo (Pseudolopex vetulus) 

apresentaram-se soropositivos. Dos felídeos, 100% dos gatos-palheiro (Leopardus 

colocolo), jaguatiricas (Leopardus pardalis) e suçuaranas (Puma concolor) e 75% 

das onças-pintadas (Panthera onca) foram positivos. 42,3% das amostras de soro 



Revisão da Literatura 

 

40 

de queixada (Tayassu pecari) e 20% de cateto (Tayassu tajacu) apresentaram 

anticorpos anti-T. gondii (SOUZA et al., 2006). 

 Em gambás da espécie Didelphis marsupialis, procedentes da Flórida 

(EUA), Burridge et al. (1979) encontraram 11% dos animais soropositivos e Hill et al. 

(1998) encontraram 23% de positividade em gambás da espécie D. virginiana, 

procedentes de Iowa (EUA). No Brasil, foram observadas ocorrências entre 4,7% e 

20,4% em gambás da espécie D. marsupialis (SALATA et al., 1985; YAI et al., 2003). 

 Silva (2001) analisou 865 amostras de soro de sete espécies de felídeos 

silvestres neotropicais no Brasil provenientes de cativeiros e encontraram anticorpos 

anti-T. gondii em 54,6% dos animais.  

 Em roedores, estudos de prevalência em pequenos mamíferos silvestres e 

sinantrópicos, encontraram valores de ocorrência de 0 a 35% (FRANTI et al., 1976; 

BURRIDGE et al., 1979; SMITH et al., 1992; WEBSTER, 1994; SMITH; FRENKEL, 

1995; DEFEO et al., 2002; ZHANG et al., 2004).  

 Franti et al. (1976) analisaram soros de 160 roedores (ratos e 

camundongos domésticos), provenientes de habitats rurais do norte da Califórnia, 

encontraram 4% de animais soropositivos. Também observaram que 2% de um total 

de 399 roedores cricetinos, capturados em habitats silvestres, estavam infectados.  

 Na Flórida, foram encontrados 13% dos ratos de telhado (Rattus rattus) e 

25% das ratazanas (R. norvegicus) infectados por T. gondii (BURRIDGE et al., 

1979). Também nos EUA (Maryland), Childs e Seegar (1986) encontraram 

anticorpos anti-T. gondii em 49,5% de 109 ratos (R. norvegicus) examinados. 

 Smith et al. (1992), estudando a epidemiologia da toxoplasmose em 

criação de suínos em Iowa, relataram o encontro de 0.3% (2/588) de camundongos 

(Mus musculus) positivos. Porém não encontraram anticorpos anti-T. gondii em 

nenhuma  das 21 amostras de soro de  camundongos do gênero Peromyscus e de 

nove amostras de soro de ratazanas (Rattus norvergicus).  

 No Missouri foi encontrada baixa prevalência de anticorpos anti-T. gondii 

(3%) em camundongos (Mus musculus e Peromyscus spp ) e ratos (Rattus 

norvergicus e  Sigmodon hispidus) (SMITH; FRENKEL, 1995).  
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 DeFeo et al. (2002) fizeram uma investigação epidemiológica através da 

soroprevalência de anticorpos anti-T. gondii em gatos e roedores em Rhode Island 

(EUA), sendo que de 756 soros de pequenos roedores silvestres, somente 0.8% 

foram positivos (6/756). 

 Na Costa Rica, Chinchilla (1978) examinaram 100 camundongos (Mus 

musculus) e 23 ratos (R. rattus e R. norvegicus) e encontraram 5% e 30,4% de 

animais soropositivos, respectivamente. 

 Na Arábia Saudita foi encontrada soroprevalência de 12,5% em 

camundongos (Mus musculus) e 41,7% em ratos (R. norvegicus) (MORSY et al., 

1994). 

 Estudos realizados no Reino Unido, com seis populações de ratos (R. 

norvegicus) de vida livre e uma população controle, sem possibilidade de contato 

com gatos, a prevalência encontrada foi de 37% e 44%, respectivamente. O autor 

sugere que T. gondii estaria se perpetuando nas populações de ratos e seria 

principalmente devido à via congênita (WEBSTER, 1994). 

 Testes sorológicos realizados em 200 camundongos (Mus domesticus) 

capturados na região de Manchester (Reino Unido) detectaram anticorpos anti-T. 

gondii em 59% dos animais (MARSHALL et al., 2004).  

 Recentemente Dubey et al. (2006c) analisaram amostras de soro de 238 

ratos (Rattus norvegicus) capturados em Grenada e encontraram somente dois 

(0,8%) animais positivos. 

 Especificamente em relação às capivaras (Hydrochaeris hyidrochaeris) 

não haviam estudos relativos a essa zoonose até 2003, quando Cañón-Franco et al. 

estudaram a ocorrência de T. gondii em soros de 149 capivaras de vida livre 

procedentes de vários municípios do Estado de São Paulo (São Paulo, 

Pirassununga, Paulínia, Monte Alegre do Sul, Campinas e São João da Boa Vista). 

Os autores encontraram 69,8% de animais soropositivos ao agente pela técnica de 

aglutinação modificada (MAT). 

 Tentativas de isolamento de T. gondii de tecidos de animais silvestres tem 

sido realizadas através de bioensaios em camundongos e em gatos. Dubey, Morales 

e Lehemann (2004) conseguiram alta porcentagem de isolamentos (70%), de T. 

gondii de coração de ursos pretos (Ursus americanus) através de bioensaio em 
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gatos. Também conseguiram 21 (61,7%) isolados de T. gondii, pelo bioensaio em 

camundongos, de coração de 34 veados (Odocoileus virginianus) e das 33 amostras 

de coração de racoons (Procyon lotor), conseguiram isolar sete amostras (21,2%). 

Isolaram T. gondii de coração de todos os cinco linces (Linx rufus), das duas 

raposas (Urocyon cinereoargenteus e Vulpes vulpes) e um coiote (Canis latrans) 

soropositivos, todos dos EUA. 

 A virulência de T. gondii está bem caracterizada no modelo murino, sendo 

normalmente baseada na dose letal de 100% (DL100) em camundongos (SIBLEY; 

BOOTHROYD, 1992; HOWE; SUMMERS; SIBLEY, 1996; SAEIJ; BOYLE; 

BOOTHROYD, 2005). Os critérios para avaliação da virulência no camundongo têm 

sido a taxa de mortalidade e o tempo até a morte de camundongos infectados com 

inóculos graduais do parasita (KAUFMAN; REMINGTON; JACOBS, 1958). A 

amostra altamente virulenta RH (SABIN2, 1941, apud FARREL et al., 1952, p. 182) e 

amostras geneticamente similares exibem uma dose letal de 100% (DL100) de um 

único parasita viável. As amostras não virulentas exibem uma DL100 ≥103 parasitas, 

sendo as infecções crônicas facilmente estabelecidas (HOWE; SUMMERS; SIBLEY, 

1996) e as amostras de virulência intermediária estariam em transição entre os 

fenótipos não virulento e virulento do parasita (LITERÁK et al., 1998). 

 Pouco se sabe sobre a correlação entre a virulência de T. gondii em 

camundongos comparado com outras espécies. Segundo Dubey e Beattie (1988) a 

virulência em camundongos não apresenta correlação com doença em humanos ou 

animais domésticos. Vários estudos têm investigado a correlação entre genótipo e a 

manifestação da doença (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). 

 O papel individual dos genes na patogenia da doença por T. gondii tem 

sido investigado. Pesquisas sobre os antígenos de superfície SAG3, antígenos de 

grânulo denso GRA2, carbamoyl fosfato sintetase II e proteínas do micronema MIC1 

e MCI3 mostraram que estes exercem influência na virulência em camundongos 

(SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005). 

                                                           

2
  SABIN, A. B. Toxoplasmic encephalitis in children. Journal of the American Medical Association, 

v. 116, p. 801-807, 1941. 
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 Ultrapassar barreiras biológicas, como o epitélio intestinal, barreira entre 

corrente sanguínea e cérebro ou a placenta, é importante para o sucesso de uma 

infecção. A capacidade de migração do parasita pode contribuir nas diferenças 

específicas da amostra na disseminação do parasita e assim atingir áreas imuno 

privilegiadas como o sistema nervoso central (SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005).  

 Barragan e Sibley (2002) demonstraram que subpopulação do parasita 

tipo I demonstram um aumento da migração in vitro, quando comparado com 

amostras tipos II ou III. Também, quando observado in vivo, os parasitas da amostra 

RH (tipo I) migram mais efetivamente para o baço de camundongos infectados 

experimentalmente do que os parasitas das amostras tipo II e III.  

 Análises genéticas comprovam a associação entre a capacidade 

migratória de T. gondii e virulência. Análises de loci de amostras resultantes de 

cruzamento de amostras tipo I e tipo III, identificaram o locus relacionado à 

virulência, localizado no cromossomo VIIa de T. gondii, a mesma região 

anteriormente relacionada à virulência aguda (BARRAGAN; SIBLEY, 2003). A menor 

associação com virulência, por outro lado, foi relacionado ao marcador ROP1 

(cromossomo X). Estudos de recombinantes de várias progênies têm mostrado que 

a virulência aguda é multigênica (SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005). 

 No modelo de evolução clonal proposto por Maynard Smith et al. (1993), 

incluem-se organismos que geram progênies idênticas ou quase idênticas e os 

genótipos se propagam independentemente pelas gerações, são de origem 

tipicamente ancestral, onde o sexo contribui pouco, ou nada e são estáveis por 

longos períodos. A diferença em nível de seqüência de DNA entre as linhagens 

arquétipos é menor do que 2% (GRIGG et al., 2001a). A investigação de estruturas 

populacionais em espécies de protozoários é realizada a partir de testes que 

identificam o desequilíbrio de ligação (linkage disequilibrium) entre loci gênicos, isto 

é, testes que identificam associação não aleatória entre genes de diferentes loci 

(TIBAYRENC, 1999). Alto desequilíbrio de ligação ao longo do genoma significa que 

este é inteiramente transmitido entre gerações como uma unidade, como na 

reprodução clonal (LEHMANN et al., 2004). 

 Existem várias explicações para a existência de estrutura populacional 

clonal em T. gondii. Primeiro, este parasita é capaz de transmitir entre hospedeiros 

intermediários de hábitos carnívoros e saprofágicos, sem passar pelo hospedeiro 
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definitivo, felino, e sofrer meiose e recombinação sexual. Segundo, muitos 

macrogametas do parasita permanecem infertilizados, mas são capazes de formar 

oocistos no intestino delgado dos felídeos através de partenogêneses. Terceiro, a 

recombinação ocorreria se felídeos fossem infectados simultaneamente com 

diferentes amostras de T. gondii, um evento bastante raro de acontecer na natureza, 

uma vez que eles teriam que se alimentar de uma presa que albergasse uma 

infecção mista ou se ingerissem duas presas, cada uma abrigando uma amostra 

diferente, porém, esse evento teria que acontecer em um intervalo de tempo bem 

curto. Também pode contribuir para essa estrutura populacional incomum, o fato do 

T. gondii ser haplóide, ou seja, um felídeo infectado com apenas um tipo de amostra, 

produz oocistos contendo progênies geneticamente idênticas à amostra infectante 

original (AJZENBERG et al., 2004). 

 Para o T. gondii seria esperado a ocorrência de recombinação por trocas 

gênicas, resultantes de ciclos sexuados (padrão de evolução panmítica), uma vez 

que apresenta distribuição mundial, infecta várias espécies de hospedeiros e possui 

fase sexuada bem definida em seu ciclo de vida. Porém, esta espécie de parasita é 

caracterizada pela baixa diversidade genotípica e a evolução de suas linhagens vem 

sendo considerada eminentemente clonal (GRIGG; SUZUKI, 2003). 

 Algumas das primeiras evidências de clonalidade, como desequilíbrio de 

ligação, foram demonstradas pela análise das diferenças entre perfis eletroforéticos 

de isoenzimas. Estudos realizados com amostras de T. gondii mostraram que 

variações genéticas intraespecíficas podem ser demonstradas pela análise 

isoenzimática e em associação com outros parâmetros, pode ser utilizada para 

classificar amostras de T. gondii de origem humana e animal (DARDÉ, 1996). 

 Dardé, Bouteille e Pestre-Alexandre (1988) testaram quatro sistemas: 

aspartato aminotransferase (ASAT), glutationa redutase (GSR), glicose fosfato 

isomerase (GPI) e amilase (AMY) e de acordo com os perfis isoenzimáticos 

apresentados, agruparam sete isolados de T. gondii em três zimodemas. Também 

relacionaram algumas características biológicas das amostras em camundongos 

com os zimodemas. As três amostras do zimodema 1 eram altamente virulentas 

para camundongos, mas não produziam oocistos em felinos, enquanto as amostras 

pertencentes aos zimodemas 2 e 3  apresentaram baixa virulência para 
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camundongos, desenvolviam infecção crônica e produziam oocistos nos intestinos 

dos felinos. 

 Posteriormente, Dardé, Bouteille e Pestre-Alexandre (1992) realizaram 

análise isoenzimática em 35 isolados, acrescentando mais dois sistemas 

enzimáticos: propionil esterase (PE) e fosfatase alcalina (ACP). Este estudo mostrou 

perfis eletroforéticos variáveis, sendo então descritos cinco zimodemas, incluídos os 

três anteriormente descritos. 

 A mesma análise foi então realizada por Dardé (1996), em 61 isolados de 

T. gondii de origem humana e animal, na qual foram descritos mais cinco perfis 

isoenzimáticos. Dardé et al. (1998) também descreveram um novo perfil 

isoenzimático associado com um caso humano de toxoplasmose.  

 As diferentes associações identificaram, portanto, 11 zimodemas entre os 

isolados de T. gondii, sendo que quatro (Z1, Z2, Z3 e Z4) compreendiam 88% das 

amostras estudadas. 

 Posteriormente, outros estudos vieram contribuir para comprovar a 

existência de linhagens bem definidas, como marcadores baseados no polimorfismo 

do comprimento de fragmentos gerados por enzimas de restrição (RFLP). RFLP é 

um método que detecta variações mínimas em um gene e ocorrendo uma única 

substituição de bases, pode criar ou extinguir um sítio, sendo, assim, capaz de ser 

digerido por uma determinada enzima de restrição (SINGH, 1997). RFLPs são, 

portanto, resultados da clivagem do DNA com enzimas de restrição. Endonucleases 

de restrição pertencem a uma classe de enzimas bacterianas que cortam ou digerem 

o DNA apenas quando ocorre uma seqüência específica de quatro ou mais bases. 

Quando se examina a mesma região de um cromossomo de dois organismos 

relacionados, mas não idênticos, observa-se que a seqüência de DNA é similar, mas 

não exatamente a mesma. A quantidade dessa diferença depende de quão 

relacionados são os organismos. Assim, sítios de restrição que estão presentes na 

seqüência de uma amostra, podem estar faltando na amostra semelhante. Ao se 

clivar duas moléculas de DNA relacionadas, mas diferentes, com a mesma enzima 

de restrição, podem ser obtidos segmentos de comprimentos diferentes, que quando 

separados em um gel, originam bandas de diferentes pesos moleculares (CLARK; 

RUSSEL, 1997). 
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 Relativamente à pesquisa genética com T. gondii, com o desenvolvimento 

das técnicas de PCR, tornou-se possível amplificar loci gênicos específicos para a 

análise de RFLP a partir de um número muito pequeno de células, tornando a 

técnica menos laboriosa, além de permitir a análise direta de cepas sem a 

necessidade de cultivo prolongado dos isolados, e uma possível alteração da cepa 

fora do seu hospedeiro original (SIBLEY et al., 1995). 

 Cristina et al. (1995) estudaram o polimorfismo genético de 14 amostras 

de T. gondii através da análise isoenzimática e de RFLP dos genes TGR (elementos 

repetitivos, não codificadores), utilizando duas sondas TGR1E e TGR6. Análise de 

agrupamento mostrou a divisão das amostras em dois grupos, sendo um 

correspodendo a cepas virulentas para camundongos (zimodemas 1 e 5) e outro 

cepas não virulentas (zimodemas 2, 3 e 4). 

 Utilizando dois loci com função desconhecida (850 e BS) e um locus do 

gene de cópia única (SAG1), que codifica para a proteína P30, o principal antígeno 

de superfície de taquizoítos de T. gondii, Sibley e Boothroyd (1992) analisaram 28 

amostras de T. gondii de diferentes hospedeiros e de vários países, incluindo duas 

amostras (origem humana e suína) provenientes do Brasil por RFLP. Os resultados 

obtidos sugeriram que amostras virulentas de T. gondii compreendiam uma única 

linhagem clonal, apesar dos diferentes hospedeiros e origem geográfica, quando 

analisadas no locus SAG1, enquanto as não virulentas possuíam um genótipo 

heterogêneo. 

 Parmley et al. (1994) realizaram análise por RFLP de 25 amostras de T. 

gondii utilizando três loci (v22, fragmento interno de 438pb do gene P22 ou SAG2, 

que codifica para o segundo principal antígeno de superfície de taquizoítos, SAG1 e 

850). Os autores sugeriram a possibilidade de haver três linhagens clonais entre as 

amostras de T. gondii analisadas, denominadas grupo A (composto por amostras 

virulentas para camundongos), grupo B e grupo C (compostos por amostras não 

virulentas). 

 Para determinar a estrutura populacional de T. gondii e avaliar a 

correlação entre genótipo do parasita e a toxoplasmose humana e animal, Howe e 

Sibley (1995) analisaram 106 amostras isoladas de várias espécies de hospedeiros, 

de regiões geográficas diversas, localizadas primariamente na América do Norte e 

Europa. Foram utilizados como marcadores genéticos (SAG1, SAG2, ROP1, que 
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codifica para uma proteína de roptria, 850, L328 e 62) e os resultados obtidos por 

análise de RFLP mostraram que o T. gondii apresentava uma estrutura populacional 

altamente clonal, sendo que 95% dos isolados puderam ser definidos em um entre 

três genótipos altamente similares, os quais foram designadas como linhagens dos 

tipo I, II e  III. Somente quatro amostras apresentaram genótipos muito variados, 

indicando que a recombinação entre gametas das três linhagens é extremamente 

rara nas populações. Correlacionando o genótipo do parasita e o hospedeiro, os 

autores verificaram que houve uma predominância de amostras do tipo II na 

toxoplasmose humana. Amostras do tipo I estavam mais associadas com a 

toxoplasmose humana congênita do que as infecções em animais, enquanto a 

freqüência do tipo III foi significativamente mais alta em animais. Em 34 isolados de 

animais, foram encontrados 44% do tipo II e 47% do tipo III e somente 9% do tipo I. 

Amostras do tipo I são extremamente virulentas em camundongos e as amostras 

tipos II e III são consideradas não virulentas em camundongos e altamente 

cistogênicas. 

 Howe et al. (1997) determinaram os genótipos de 68 amostras isoladas de 

pacientes com toxoplasmose, no período de 1988 a 1996, em Paris. Utilizaram a 

nested-PCR-RFLP e a tipagem genética foi baseada em polimorfismo no locus 

SAG2. Amostras do tipo II foram encontradas em 81% das amostras, sendo 34 

(76%) das 45 amostras provenientes de pacientes com AIDS, oito (80%) de 10 

amostras de pacientes com toxoplasmose e todas as 13 (100%) relacionadas à 

infecção congênita. Amostras dos tipos I e III foram encontradas em 10% e 9% das 

amostras analisadas, respectivamente. 

 Mondragon et al. (1998) analisaram 43 amostras isoladas de suínos 

abatidos em Iowa (EUA), através da RFLP, nos loci SAG1 e SAG2. Amostras do tipo 

II foram as mais prevalentes, constituindo 83,7% das amostras e o genótipo III foi 

encontrado em 16,3% dos isolados. A alta prevalência de linhagens tipo II nas 

amostras de suínos foi concordante com a alta prevalência encontrada em isolados 

de humanos com toxoplasmose (81% do tipo II) por Howe et al. (1997). Como os 

suínos são considerados fonte primária de infecção por T. gondii para humanos nos 

EUA, os autores sugeriram que a associação entre o genótipo II e a infecção 

humana era em parte devido à elevada prevalência destas amostras em suínos. 
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 O genótipo de 13 amostras (placenta) de T. gondii associadas com 

abortamentos em ovinos naturalmente infectados e de dois roedores silvestres 

(Apodemus sylvaticus) foram analisadas através da PCR-RFLP do locus SAG2. 

Todas amostras foram classificadas como tipo II (OWEN; TREES, 1999). 

 Fuentes et al. (2001) analisaram 34 amostras clínicas primárias de 

pacientes com toxoplasmose na Espanha, através da PCR-RFLP nos loci SAG1 e 

SAG2. Genótipos I e II foram encontrados na mesma porcentagem dos casos (40%), 

isto é em dez amostras cada. Genótipo III (20%) foi encontrado em cinco amostras. 

Amostras do tipo II foram as mais prevalentes em pacientes imunocomprometidos 

(52%), enquanto as amostras do tipo I estavam presentes em 75% dos casos de 

infecção congênita. 

 O gene B1 é utilizado rotineiramente para detecção de T. gondii, através 

da PCR, principalmente em amostras clínicas. Grigg e Boothroyd (2001) verificaram 

que este gene apresentava 10 sítios polimórficos, que poderia distinguir através da 

RFLP, as amostras virulentas tipo I, das amostras não virulentas tipos II e III e 

quando analisaram 24 amostras clínicas, incluindo amostras dos três tipos, 

observaram que poderia ser um bom método para identificação rápida do parasita e 

também bastante sensível para genotipagem rotineira de amostras clínicas. 

 Grigg et al. (2001a) seqüenciaram múltiplos loci das três linhagens 

arquétipos (tipo I, II e III) e observaram que a configuração genotípica de T. gondii 

seria formada por diferentes combinações de, basicamente, duas classes de alelos, 

designadas “A” e “E”, em que o alelo A foi definido como a classe alélica 

compartilhada por pelo menos dois dos três tipos de genótipo. Para cada locus, 

essas duas classes alélicas estavam distribuídas aleatoriamente entre os parasitas 

das três linhagens. Para alguns loci, as linhagens I e II compartilhavam a mesma 

classe alélica, enquanto a linhagem III era diferente, e assim por diante. Com os 

dados encontrados, os autores sugeriram a hipótese de que a predominância de 

apenas três genótipos clonais derivariam de um ancestral comum, que por sua vez 

deve ter emergido da recombinação meiótica entre duas linhagens primárias. 

 Su et al. (2003) estimam que as três linhagens arquétipos teriam divergido 

a aproximadamente 10.000 anos, período que coincide com a domesticação dos 

animais de companhia e de produção. 
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 Grigg et al. (2001b) identificaram os genótipos de 12 amostras de T. 

gondii, de humor vítreo de pacientes com toxoplasmose ocular grave ou atípica. 

Baseados na análise de polimorfismo pelo PCR-RFLP, utilizando dois novos loci, 

SAG3 (p43) e SAG4 (p18), além de outros loci polimórficos, B1, SAG1 e SAG2. O 

genótipo I foi identificado em três isolados, o tipo II em três isolados e o tipo III em 

um isolado. Também foram identificados cinco novos genótipos recombinantes, que 

apresentavam alelos típicos de amostras do tipo I ou III nos loci examinados. 

 Aspinall et al. (2003) determinaram os genótipos em 32 casos associados 

a toxoplasmose aguda na Inglaterra e País de Gales. Utilizando a RFLP e o gene 

SAG2 como marcador, os autores encontraram praticamente as mesmas 

freqüências para amostras tipo I e II (31% e 34%, respectivamente), porém, não 

apresentavam nenhuma associação com formas clínicas da doença. Por outro lado, 

dez dos 32 pacientes (31%) mostraram evidência de infecção mista (tipos I e II), 

associada, principalmente com os casos congênitos. Os autores sugeriram que a 

causa provavel de infecção mista seria a ingestão simultânea de carne de animais 

infectados com parasitas de genótipos diferentes. Este achado foi evidenciado na 

pesquisa realizada anteriormente por Aspinall et al. (2002). 

 Amostras de 71 produtos de carne suína, bovina ou ovina coletados em 

vários mercados do Reino Unido, foram submetidas à análise de restrição utilizando 

a PCR-RFLP no SAG2 de T. gondii. Os pesquisadores encontraram tipo I em 21 

amostras das 27 positivas para T. gondii (77,8%), enquanto seis (22,2%) tinham os 

tipos I e II (ASPINALL et al., 2002). 

 A fim de determinar a prevalência de cistos viáveis de T. gondii em carnes 

de várias origens (bovina, suína e ave) oferecidas para consumo humano e 

procedentes de 28 grandes áreas dos EUA, Dubey et al. (2005d) isolaram T. gondii 

em gatos e camundongos. Somente obtiveram isolamento de amostras de carne 

suína e não conseguiram nenhum isolado de origem bovina ou de ave. Os autores 

caracterizaram também genotipicamente os sete isolados de suínos, utilizando o 

RFLP no locus SAG2 e cinco loci microssatélites hipervariáveis e encontraram duas 

amostras tipo I, duas amostras tipo II e três amostras tipo III. 

 Sousa et al. (2005) isolaram T. gondii pela primeira vez de 15 suínos 

(47,5%) em Portugal, sendo que dos camundongos inoculados, somente um 

camundongo morreu devido à toxoplasmose. Os isolados foram analisados por 
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PCR-RFLP no SAG2 e os resultados confirmados pela análise multilocus com cinco 

microssatélites e encontraram 11 isolados tipo II e quatro tipo III. Foi observado que 

um isolado tinha allelo atípico para um locus microssatélite (W35), mas foi incluído 

como linhagem tipo II. Os autores concluem que fenotipicamente e genotípicamente 

os isolados de Portugal eram similares aos isolados de suínos dos E.U.A. e 

diferentes das amostras do Brasil. 

 Soroprevalência de 45,2% em gatos da Colombia foi encontrada por 

Dubey et al. (2006c) e quando realisaram a genotipagem, utilizando o polimorfismo  

dos loci SAG1, SAG2, SAG3, BTUB e GRA6 de 15 isolados, a análise revelou que 

três isolados tinham alelos tipo I, um isolado tinha alelo tipo II e11 isolados tinham a 

combinaçao dos alelos tipos I e III e foram divididos em três genótipos. Dubey et al. 

(2007c) encontraram alta porcentagem de gatos soropositivos na China (79,4%), dos 

quais foi isolado T. gondii de 17 amostras. Quando realizaram análise genotípica dos 

isolados pela RFLP através de 11 marcadores (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, 

c22-8, c29-2, L358, PK1, novo SAG2 e Apico) encontraram dois genótipos distintos, 

diferentes dos arquétipos I, II e III (no prelo) 3. 

 Tinti et al. (2003) compararam a organização genômica e o polimorfismo  

do locus multigênico SAG5 de amostras de T. gondii pertencentes aos três genótipos 

arquétipos (tipos I, II e III). Os autores desenvolveram um novo método de PCR-

RFLP baseado no gene SAG5C, capaz de discriminar genótipos I, II e III, utilizando 

uma única enzima de restrição. 

 Poucos estudos relacionados a genotipagem de T. gondii de amostras de 

animais silvestres foram realizados. Owen e Trees (1999) analisaram amostras de 

dois roedores silvestres capturados em uma fazenda do Reino Unido, utilizando a 

PCR-RFLP do locus SAG2, nas quais encontraram genótipo II. 

 Infecção por T. gondii associado com meningoencefalite é considerada 

como a maior causa de mortalidade em lontras (Enhydra lutris nereis) adultas jovens 

na California (KREUDER et al., 2003). Cole et al. (2000) estudaram amostras de 15 

lontras da California, as quais faziam parte de monitoramento da mortalidade que 
                                                           

3
   DUBEY, J. P.; ZHU, X. Q.; SUNDAR, N.; ZHANG, H.; KWOK, O. C.; SU, C. Genetic and biologic 

characterization of Toxoplasma gondii isolates of cats from China. Veterinary Parasitology, 2007c. 
(No prelo). 
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ocorria nesses animais. Foram determinados genótipos de 13 isolados através da 

PCR-RFLP, utilizando dois loci SAG1 e SAG2. Todas as amostras genotipadas eram 

tipo II no locus SAG2, porém pela análise de restrição de fragmentos gerados no 

locus SAG1 foi observado que seis isolados tinham alelos II e sete tinham alelos III, 

sugerindo que os isolados são geneticamente distintos. 

 Miller et al. (2004) analisaram 35 isolados de T. gondii de cérebro de 

lontras procedentes também da California, necropsiadas no período de 1998 a 2002. 

Baseado na análise multi-locus da PCR-RFLP dos genes B1, SAG1, SAG2, SAG3 e 

GRA6, foram identificados dois genótipos distintos: tipo II e um novo genótipo 

denominado x, o qual possuía alelos distintos em três dos quatro loci polimórficos 

seqüenciados. A maioria das amostras (60%) foram identicadas como genótipo x e o 

restante como tipo II. Os autores sugerem que os isolados tipo x são novos, 

aparentemente recombinante, não arquétipos e são geneticamente distintos da 

linhagem tipo II. Também observaram que a maioria (47%) das lontras infectadas 

com o tipo x apresentavam a meningoencefalite como causa primária de morte 

enquanto as infectadas com o tipo II representavam 21%. 

 Conrad et al. (2005) realizaram estudos de prevalência em amostras de 

soro de lontras da California e encontraram até 52% de positividade. Das lontras 

soropositivas, foi isolado T. gondii de 15 amostras que foram genotipadas. 

Observaram que 72% dos isolados tinham alelos x nos loci B1 e SAG1. Também 

realizaram a genotipagem de amostras de foca (Phoca vitulina) e leão marinho 

(Zalophus californianus) e encontraram também o genótipo x.  

 Foi identificado T. gondii em focas (Monachus schauinslandi) com lesões 

no cérebro e vísceras e quando analisaram as amostras pela RFLP no SAG2, 

encontraram genótipo III (HONNOLD et al., 2005). 

 Dubey et al. (2004a), nos EUA, analisaram através da PCR-RFLP do locus 

SAG2, isolados de 21 veados, sete racoons, cinco linces, duas raposas, um coiote e 

sete ursos. Das amostras de raccons, duas foram tipo I, duas tipo II e três tipo III. 

Das sete amostras de urso, quatro foram classificadas como tipo III, duas como tipo 

II e uma amostra como recombinante dos tipos II e III e as restantes foram 

classificadas como tipo II.  
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 Há também descrição do isolamento do agente de três furões, um ganso, 

dois gatos selvagens e cinco araras também nos EUA (DUBEY et al., 2004d). A 

análise molecular dessas amostras as classificou como T.gondii tipo III, com 

exceção das de gatos selvagens que se apresentaram como tipo II. Todas as 

amostras das aves e duas das três amostras de furão foram virulentas para 

camundongos. 

 Gallego, Saavedra-Matiz e Gómez-Marin (2006) caracterizaram DNA de T. 

gondii obtido diretamente de amostras de tecidos de dois pássaros (Myarchus 

cephalotes) e um gambá (Didelphis marsupialis) e encontraram através da PCR-

RFLP no SAG2, genótipo I em todas as amostras.  

 Dubey et al. (2006a) isolaram T. gondii de tecidos (cérebro e coração) de 

apenas um rato (Rattus norvegicus) dentre os 238 animais bioensaiados. Realizaram 

análise genotípica do isolado utilizando cinco marcadores (SAG1, SAG2, SAG3, 

BTUB e GRA6), o qual apresentou genótipo III. 

 Galinhas caipiras infectadas por T. gondii têm sido consideradas bons 

indicadores da prevalência de oocistos do parasita no solo, uma vez que estas se 

alimentam diretamente no chão (DUBEY et al., 2002). Desta forma, vários autores 

têm pesquisado o parasita nessas aves através de isolamento e análise por RFLP 

no gene SAG2, em vários paises, de vários continentes como: América do Sul 

(Brasil, Peru, Venezuela, Argentina, Colombia), América Central e Caribe 

(Guatemala, México, Grenada), América do Norte (EUA), África e Oriente Médio 

(República Democrática do Congo, Kenia, Mali, Burkina Faso, Egito, Israel), Ásia 

(Srilanka, India) e Europa (Áustria, Portugal), a fim de avaliarem a estrutura 

populacional do T. gondii no mundo. Esses trabalhos tiveram início em 2002 com 

amostras de São Paulo, Brasil por Dubey et al. Subseqüentemente foi isolado T. 

gondii de amostras do Rio de Janeiro e Paraná, correspondendo às regiões sudeste 

e sul do Brasil. Nestas regiões os pesquisadores encontraram 66,3% dos isolados 

como tipo I (DUBEY et al., 2003d,e). 

 Dubey et al. (2006b) examinaram também galinhas provenientes de 

Rondônia, região norte do Brasil e oeste da Amazônia. Além da grande distância e 

da diversidade ambiental das outras regiões estudadas anteriormente, também foi 

encontrado maior porcentagem de isolados tipo I (58,3%) seguido de 41,7% de tipo 
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III e não sendo encontrado o tipo II, contrastando com os resultados obtidos em 

outros países onde isolados classificados como tipo I foram raros.  

 Até então, acreditava-se que T. gondii tinha uma estrutura populacional 

clonal, com três linhagens predominantes (tipos I, II e III) e os estudos foram 

baseados na genotipagem de mais de 100 isolados originados de uma variedade de 

hospedeiros animais e humanos, porém oriundos na sua maioria, da Europa e 

Amérca do Norte (HOWE; SIBLEY, 1995). Os estudos em galinhas haviam sido 

realizados até 2005, com um único marcador (gene SAG2). Em estudos mais 

recentes de nove amostras de pacientes humanos da Guiana Francesa e 53 

amostras de galinhas do Brasil sugeriram alta taxa de transmissão e outcrossing 

(situação na qual o cruzamento ocorre entre haplótipos não idênticos, resultando no 

rearranjo de material genético) (AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN et al., 2004). 

Para aumentar o poder de distinguir linhagens arquétipos das atípicas, Su, Zhang e 

Dubey (2006) desenvolveram nove marcadores para PCR-RFLP (c22-8, c29-2, 

L358, PK1, novo SAG2, BTUB, GRA6, SAG3 e Apico). 

 Amostras de galinhas caipiras provenientes da Costa Rica, Chile e 

Nicaragua foram então analisadas utilizando cinco marcadores (SAG1, SAG2, 

SAG3, BTUB e GRA6). Dos isolados da Costa Rica encontraram cinco isolados com 

alelos tipo I e um isolado com alelos tipo III em todos os loci analisados. As 26 

amostras restantes tinham a combinação dos alelos tipo I e II ou alelos tipo I e III. A 

análise genotípica dos 32 isolados revelou a presença de cinco genótipos (DUBEY 

et al., 2006d).  Dos 22 isolados do Chile analisados, 17 tinham alelos tipo II, quatro 

alelos III em todos os loci e uma amostra com a combinação de alelos tipos I e III 

(DUBEY et al., 2006c). Das 84 amostras de galinhas soropositivas da Nicaragua, 

foram obtidos 47 isolados e através da PCR-RFLP nos cinco loci, foram encontrados 

oito genótipos diferentes (DUBEY et al., 2006f). 

 Continuando as análises das amostras do Brasil, onde têm se apresentado 

fenotípica e genotípicamente diferentes dos isolados da Europa e América do Norte 

(DUBEY et al., 2002; 2003a,d, 2006b; LEHMANN et al., 2004) foram estudados 

isolados procedentes do Pará (norte) e Rio Grande do Sul (sul), distantes 

aproximadamente 3.500 km um do outro. Foram urtilizados 11 marcadores (SAG1, 

SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1, novo SAG2 e Apico). Dos 15 

isolados do Pará, obtiveram 11 genótipos e sete genótipos diferentes foram obtidos 
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dos 19 isolados do Rio Grande do Sul e não foram observadas infecções mistas. Os 

autores concluíram que o padrão genético do T. gondii nestas regiões é altamente 

diverso dentro de um número relativamente pequeno de isolados, o que não é usual 

e as populações de T. gondii são distintas entre diferentes locais no Brasil (DUBEY 

et al., 2007a). 

 O quadro 1 apresenta resultados da genotipagem de isolados de T. gondii 

em galinhas encontrados em diferentes países, através da PCR-RFLP no SAG2. 

  No de     

País 
Isolados 

genotipados 
Genótipos Referência 

    I II III I + III   
Argentina 9 1 1 7 0 Dubey et al. (2003e) 
Argentina 17 4 3 10 0 Dubey, Marcet e Lehmann (2005) 
Austria 67 67 0 0 0 Dubey et al. (2005b) 
Brasil (RO) 24 14 0 10 0 Dubey et aI. (2006b) 
Brasil (MG) 11 7 0 4 0 Brandão et aI. (2006) 
Brasil (PA)** 11 6 1 4 0 Dubey et aI. (2007a) 
Brasil (RJ) 48 34 0 13 1 Dubey et al. (2003a) 
Brasil (RS)** 7 3 0 4 0 Dubey et aI. (2007a) 
Brasil (PR) 13 7 0 6 0 Dubey et al. (2003d) 
Brasil (SP) 25 16 0 9 0 Dubey et aI. (2002) 
Burkina Faso 1 0 1 0 0 Dubey et aI. (2005e) 
Chile* 22 0 17 14 0 Dubey et aI. (2006g)  
Colombia 24 7 0 17 0 Dubey et al. (2005c) 
Costa Rica* 12 10 0 2 0 Dubey et aI. (2006d) 
Egito 20 0 3 17 0 Dubey et al. (2003b) 
Estados Unidos 19 0 5 14 0 Dubey et al. (2003c) 
Congo 10 1 1 8 0 Dubey et al. (2005e) 
Grenada 36 5 1 29 1 Dubey et aI. (2005a) 
Guatemala 8 3 0 5 0 Dubey et aI. (2005g) 
Índia 7 0 2 5 0 Sreekumar et al. (2003) 
Israel 19 0 2 5 0 Dubey et al. (2004e) 
Kenya 1 0 1 0 0 Dubey et aI. (2005e) 
Mali 5 0 1 4 0 Dubey et aI. (2005e) 
México 6 1 0 5 0 Dubey, Morales e Lehmann (2004) 
Nicarágua* 48 30 3 14 1 Dubey et aI. (2006e)  
Peru 10 7 0 3 0 Dubey et al. (2004b) 
Portugal 12 0 8 4 0 Dubey et aI. (2006f) 
Sri Lanka 12 0 6 6 0 Dubey et aI. (2005h) 
Venezuela 13 0 3 10 0 Dubey et aI. (2005f) 

*utilizaram mais quatro marcadores 
**utilizaram mais dez marcadores 
 

 

Quadro 1 – Genotipagem de isolados de Toxoplasma gondii de galinhas de 
diferentes países no período de 2002-2007, através da PCR-RFLP no 
locus SAG2 
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 No Brasil, há alguns trabalhos que relatam a genotipagem do T. gondii em 

outras espécies animais e em humanos. O primeiro isolado brasileiro tipificado foi 

uma amostra isolada de suíno de Erechim (RS), amostra S-11, que foi classificada 

como tipo I (HOWE; SIBLEY, 1995). 

 Vallochi et al. (2005) analisaram 92 amostras de pacientes com lesões do 

globo ocular, retinocoroidite, provenientes de um banco de olhos de São Paulo (SP) 

e de duas amostras de olhos enucleados de pacientes com toxoplasmose ocular de 

Erechim (RS). Através da PCR-RFLP no SAG2 detectaram DNA para T. gondii em 

11 amostras, todas compatíveis com o genótipo I. 

 Num estudo realizado em 111 cães com sintomatologia nervosa do Estado 

de São Paulo, 34 apresentaram-se soropositivos para o T.gondii, sendo obtidos 

nove isolados para o agente e a análise através da PCR-RFLP no SAG2, mostrou 

que quatro isolados eram do tipo I e cinco do tipo III (DA SILVA et al., 2005). 

 Utilizando método molecular semelhante, foram analisados isolados de T. 

gondii de gatos e suínos do Estado de São Paulo. Dentre as 47 amostras de gatos 

provenientes de 15 municípios, foram observados 72,4% (34) do tipo I, 25,5% (12) 

do tipo III e uma infecção mista tipo I e tipo III (PENA et al., 2006). De suínos 

procedentes de cinco municípios do Estado de São Paulo, foram isoladas sete 

amostras, das quais também foi observada a ocorrência de linhagens tipo I em dois 

e tipo III em cinco isolados, quando analisados pela PCR-RFLP no SAG2 (SANTOS 

et al., 2005).  

 Também foi isolado T. gondii de tecidos de 37 gatos de Santa Isabel do 

Ivaí (PR) e na análise de restrição dos fragmentos gerados pela PCR no locus 

SAG2, revelou-se que 15 isolados eram tipo I e 22 eram tipo III (DUBEY; MORALES; 

LEHMANN, 2004). 

 Da Silva et al. (2005) analisaram 70 amostras de linguiça de porco obtidos 

de 55 estabelecimentos comerciais da cidade de Botucatu (SP) através da nPCR no 

locus SAG2 e detectaram o parasita em 19 (27,14%) das amostras. Pela digestão 

dos fragmentos gerados através das enzimas de restrição HhaI e Sau3AI 

observaram que 14 amostras (73,7%) eram tipo I e cinco (26,3%) eram tipo III. 

 Em caprinos provenientes do Ceará foi realizado estudo de genotipagem 

de apenas dois isolados (G1 e G2) e ao utilizar a PCR-RFLP no SAG2 foi detectado 
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uma amostra do tipo I (G2) e outra tipo III (G1) (CAVALCANTE, 2004), mantendo o 

perfil que vem sendo observado em todas as regiões do Brasil já estudados. Porém, 

quando estes isolados foram submetidos à análise de restrição utilizando outros 

marcadores: genes SAG3, GRA6, L363, cS10-A6 e cB21-4, o isolado G1 tinha 

haplótipo III para os genes SAG3, GRA6 e L363, porém mostrou padrão de restrição 

idêntico à amostra RH (tipo I) para os genes cS10-A6 e cB21. Para o isolado G2, foi 

observado haplótipo I também para o gene SAG3, mas haplótipo III foi observado 

para os outros genes. Concluíram que as duas amostras eram recombinates dos 

tipos I e III. Também Cavalcante et al. (2006) observaram a virulência de T. gondii 

das amostras em camundongos, sendo a amostra G1 considerada altamente 

virulenta e a G2 de baixa virulência para camundongos (no prelo)4. 

 Estudos de variabilidade genética de 20 amostras de origem humana e 

animal, provenientes dos Estados de São Paulo e Minas Gerais foram realizados, 

utilizando para a análise a RAPD-PCR (amplificação aleatória de DNA polimórfico), 

SSR-PCR (reação em cadeia pela polimerase ancorada a repetições de seqüências 

simples) e PCR-RFLP. A PCR-RFLP foi realizada em oito loci independentes (SAG1, 

SAG2, SAG3, B1, cb21-4, cS10-A6, GRA6 e L363). Todas as amostras pertenciam 

ao tipo I, de acordo com a genotipagem do locus SAG2, porém quando analisado o 

polimorfismo de restrição de outros loci, os autores verificaram que as amostras 

brasileiras apresentavam padrão recombinante ou atípico, com alelos típicos de 

amostras dos tipos I, II e III na maioria dos loci examinados. O locus cB21-4 

(marcador microssatélite) mostrou um maior polimorfismo alélico, com sete alelos 

entre as amostras analisadas. Também 14 amostras das 20 analisadas 

apresentaram um novo haplótipo no locus L363. Através de fenogramas 

representando os dados de RAPD-PCR, SSR-PCR e PCR-RFLP, foram separados 

doi grupos distintos (grupos 1 e 2). As amostras do grupo 1, eram altamente 

virulentas para camundongos e somente estas apresentaram haplótipo I no locus 

L363, sugerindo a possibilidade de ser um marcador de amostras altamente 

virulentas. Amostras do grupo 2 (amostras cistogênicas) apresentaram padrões mais 

heterogêneos, com algumas amostras virulentas, outras não virulentas e a maioria 

                                                           
4
 CAVALCANTE, A. C. R.; FERREIRA, A. M.; MELO, M. N.; FUX, B.; BRANDÃO, G. P.; VITOR, R. 
W. A. Virulence and molecular characterization of Toxoplasma gondii isolated from goats in Ceará, 
Brazil. Small Ruminant Research, 2006. (no prelo). 
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de virulência intermediária. Os pesquisadores sugerem que o impacto da 

recombinação genética na população brasileira de T. gondii parece ser maior que 

nas populações da Europa e América do Norte, onde a maioria dos estudos têm sido 

realizados (FERREIRA et al., 2004,2006). 

 Khan et al. (2006) analisaram amostras brasileiras, isoladas de humanos e 

animais. Para a análise genotípica, foi utilizado o multilocus nested-PCR com quatro 

marcadores independentes (SAG2, SAG3, BTUB e GRA6) e encontraram genótipos 

atípicos.  

 Su, Zhang e Dubey (2006) desenvolveram nove marcadores PCR-RFLP, 

sendo oito de cromossomos nucleares (c22-8, c29-2, L358, PK1, novo SAG2, BTUB, 

GRA6, SAG3) e um do apicoplasto (Apico) e cada um capaz de distinguir os três 

alelos em uma reação com enzima de restriçao. Analisaram 46 isolados de 

diferentes origens, entre os quais, 18 amostras que foram intensivamente estudadas 

anteriormente (GRIGG et al., 2001a; SU et al., 2003; AJZENBERG et al., 2004), e 28 

de 58 amostras de gatos do Paraná (Brasil). Os dez isolados clonais tiveram 

padrões de tipificação uniformes. Os marcadores distinguiram isolados não 

arquétipos com alto poder descriminatório, sendo 36 isolados classificados como 

atípicos, dos quais obtiveram 19 genótipos diferentes. Das amostras do Brasil, todas 

apresentaram padrões atípicos e foram identificados 12 genótipos e cada genótipo 

tinha uma combinação de dois a quatro alelos, indicando suas diversidades. Os 

resultados encontrados nas amostras do Brasil foram bem diferentes dos 

apresentados por estudo realizado anteriormente por Dubey, Morales e Lehmann 

(2004), utilizando somente o locus SAG2 como marcador, no qual encontraram 

somente os tipos I e III. 

 De Moura et al. (2006) isolaram T. gondii de um reservatório de água em 

Santa Isabel do Ivaí (PR), durante um surto de toxoplasmose humana, e 

identificaram o isolado como tipo I, através da RFLP do locus SAG2. 

 Recentemente, Dubey et al. (2007b) isolaram 19 amostras de T. gondii de 

119 cães provenientes de São Paulo. Dos 15 isolados obtidos de camundongos, 

cinco amostras mostraram alta letalidade, matando todos os camundongos 

inoculados do grupo. Outros quatro isolados foram obtidos através de bioeansaio em 

gatos. Para a análise genotípica, utilizaram 10 marcadores nucleares (SAG1, SAG2, 

SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e um novo marcador SAG2) e um 
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marcador apicoplasto (Apico). Os resultados mostraram que pela RFLP no locus 

SAG2, 11 amostras eram tipo I e oito amostras eram tipo III. Porém, quando 

compararam os haplótipos nos outros loci, verificaram que somente uma amostra 

apresentava genótipo tipo III em todos os loci e as outras 18 amostras tinham a 

combinação de diferentes alelos e foram, assim, divididos em 11 genótipos. 

Portanto, os autores encontraram 12 genótipos no total, confirmando os achados 

prévios de que a população de T. gondii é altamente diversa no Brasil. Também não 

encontraram o tipo II em nenhuma das amostras analisadas (no prelo)5. 

 Muitos autores têm enfatizado que a caracterização molecular tem sido 

realizada diretamente de amostras clínicas, sem o prévio isolamento em 

camundongos (FUENTES et al., 2001; ASPINALL et al., 2003; VILLENA et al., 2004; 

GALLEGO; SAAVEDRA-MATIZ; GÓMEZ-MARIN, 2006). Observaram o aumento da 

freqüência de isolados do tipo I ou infecções mistas, quando caracterizaram isolados 

diretamente de amostras clínicas, enquanto foi mais freqüente a ocorrência de 

isolados do tipo II, quando a carracterização foi feita após isolamento e crescimento 

por passagens em camundongos ou em cultura celular. 

 O reconhecimento das linhagens I, II e III é uma condição consagrada 

mundialmente pela comunidade científica, porém existem evidências de que 

linhagens divergentes das três linhagens arquétipos, assim como linhagens 

recombinantes devam existir (BOOTHROYD; GRIGG, 2002). 

 Trabalhos mais recentes de caracterização genotípica de T. gondii vem 

apresentando resultados de pesquisa com marcadores com maior grau de 

polimorfismo do que exibidos por genes codificadores de antígenos ou constitutivos 

ou por isoenzimas, como os minissatélites e microssatélites.  

 Costa et al. (1997) utilizaram marcadores microssatélites, através do 

dinucleotídeo (TG)n, repetido no intron do gene beta-tubulina, para verificar a 

correlação entre fenótipo de virulência de T. gondii em camundongos e a 

toxoplasmose congênita em humanos. Os autores examinaram 34 amostras, sendo 

sete amostras virulentas e 27 amostras não virulentas para camundongos. As sete 

amostras virulentas apresentaram oito repetições (TG), enquanto as amostras não 

                                                           
5
  DUBEY, J. P.; GENNARI, S. M; SUNDAR, N.; VIANNA, M. C. B.; BANDINI, L. M.; YAI, L. E. O.; 

KWOK, O. C. H.; SU, C. Diverse and atypical genotypes identified in Toxoplasma gondii from dogs 
in São Paulo, Brazil. Journal of Parasitology, v. 93, n. 1, 2007b (no prelo). 
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virulentas apresentaram sete. Quando analisaram 37 amostras de líquido amniótico 

de fetos infectados por T. gondii, verificaram que todas apresentaram o marcador 

(TG)7, demonstrando que a maioria dos casos de toxoplasmose congênita humana 

está associada a amostras não virulentas para camundongos. 

 Blackston et al. (2001) descreveram seis loci altamente variáveis em T. 

gondii, sendo cinco microssatélites e um minissatélite, denominados TRD. Estes loci 

revelaram variação intra-linhagem substancial com os quais facilitariam, segundo os 

autores, a classificação dos isolados de T. gondii além do nível de linhagem. 

 Ajzenberg et al. (2002a) analisaram 83 amostras de origem humana e 

animal, provenientes da Europa, América do Norte, e América do Sul, utilizando  oito 

marcadores microssatélites e marcadores isoenzimáticos. Os microssatélites 

permitiram a diferenciação de 72 genótipos, demonstrando seu alto poder 

discriminatório, além de detectar também infecções mistas e isolados 

epidemiologicamente relacionados. Pela análise da diversidade genética, mostrou-

se que a estrutura populacional de T. gondii consistiria de apenas duas linhagens 

clonais, grupo 1 e grupo 2. As amostras do grupo 1, além de apresentarem uma 

individualidade genética, tinham características em comum, como a alta virulência 

em camundongos e serem raramente isoladas na natureza. No grupo 2 a 

diversidade genética foi mais marcante e o comportamento dos isolados para 

camundongos foi mais heterogênio, sendo que alguns eram virulentos.  

 Ajzenberg et al. (2002b) analisaram 86 amostras de pacientes com 

toxoplasmose congênita, sendo 82 amostras procedentes da França e quatro, de 

diferentes países da Europa. Utilizaram os mesmos marcadores anteriormente 

descritos (AJZENBERG et al., 2002a). O objetivo deste trabalho foi estudar a 

influência dos genótipos na severidade da toxoplasmose congênita. Três 

marcadores microssatélites menos polimórficos permitiram classificar os isolados 

nos tipos clássicos (tipo I, II e III) e detectar genótipos atípicos. Independentemente 

dos achados clínicos, isolados tipo II foram predominantes (84,88%), enquanto que 

os isolados do tipo I e atípicos não foram encontrados nos casos assintomáticos ou 

benígnos. Porém, foi encontrado tipo I em quatro amostras de placenta, cujas 

crianças não foram infectadas. 

 A teoria clonal da estrutura populacional de T. gondii, com três linhagens 

predominantes é baseada em amostras coletadas principalmente da Europa e 
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América do Norte, do ciclo doméstico ou casos clínicos de toxoplasmose humana ou 

ainda, de animais de produção (suínos, ovinos e frangos). Isto pode não refletir o 

verdadeiro estatus do T. gondii em áreas geográficas remotas ou em regiões 

tropicais, onde o sistema ecológico é bastante diferente. Vários estudos têm sido 

conduzidos em amostras de galinhas de vários países, porém, com exceção de 

alguns pesquisadores e dos mais recentes estudos, estes trabalhos têm sido 

realizados com apenas um marcador (SAG2).  

 Desta forma, Ajzenberg et al. (2004) analisaram 43 amostras de diferentes 

origens geográficas (países da Europa, EUA, Uruguai, Guaiana Francesa, entre 

outros) e hospedeiros (humano, animais domésticos e sivestres) para avaliar a 

estrutura populacional e desenvolver um quadro mais real da diversidade genética 

entre as amostras de T. gondii através da filogenia e análise molecular 

(sequenciamento multi-locus de cinco marcadores microssatélites). Os estudos 

mostraram que, enquanto a maioria dos isolados eram classificados entre as três 

linhagens arquétipos, como era esperado, nove amostras da Guiana Francesa eram 

claramente atípicas, bem diferentes das linhagens clássicas, mas também diferentes 

das amostras atípicas da França e Uruguai. Cada amostra da Guiana Francesa 

possui um único genótipo multiloco e alguns dos alelos não são observados em 

amostras de outras áreas. Também, através da análise filogenética dos isolados, 

não apresentou uma estrutura típica de um organismo clonal.  A hipótese adotada 

pelos autores seria que T. gondii teria uma estrutura populacional complexa, com 

uma mistura de propagação clonal e sexual, como uma função da condição 

ambiental. A comparação de dados sobre as amostras domésticas e silvestres 

favorece a teoria de que a recombinação sexual seria mais freqüente no ambiente 

silvestre, uma vez que a subpopulação de T. gondii em humanos e animais 

domésticos é amplamente clonal. 

 A elucidação da contribuição da variação genética entre parasitas no 

padrão de transmissão e manifestação da doença, tem sido o objetivo de muitos 

estudos. Focando no componente geográfico desta variação, os estudos têm 

mostrado que a maioria das amostras são locais-específicos, mas alguns são 

encontrados entre continentes e são estreitamente relacionados um com outro, 

indicando uma recente radiação de um genótipo pandêmico. Também as pesquisas 

têm mostrado que o T. gondii tem uma população que é encontrada em todos os 
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continentes, exceto na América do Sul. Por outro lado, outras populações de T. 

gondii, geralmente confinadas na América do Sul e ainda uma população encontrada 

no mundo todo. Os autores concluem que as populações da América do Sul e 

Eurásia tem evoluído separadamente até recentemente, quando navios da Eurásia, 

transportando ratos, camundongos e gatos ofereceram grandes oportunidades 

migratórias do T. gondii para a América do Sul (LEHMANN et al., 2006). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 PROCEDÊNCIA DOS ANIMAIS 

 

 

 Contatos foram feitos com os responsáveis pelo frigorífico de animais 

silvestres Panamby-Porã em Miracatu (SP) e abatedouro Pro-Fauna em Iguape 

(SP), que recebem capivaras criadas em diferentes localidades do Estado e que 

permitiram a amostragem desses animais. Em relação aos animais de vida livre, o 

IBAMA colaborou comunicando e permitindo a coleta de amostras dessas capivaras 

(Licença IBAMA nº 238/2005). 

 Esses animais foram provenientes de seis municípios do Estado de São 

Paulo, sendo que de duas localidades (São Paulo e Cordeirópolis) os animais eram 

de vida livre e o restante (Andradina, Cosmorama, Ribeirão Preto e Valparaíso), de 

criadouros devidamente licenciados pelo IBAMA. A maioria das amostras foi colhida 

no Frigorífico Panamby-Porã e no Abatedouro Pro-Fauna. Nos animais procedentes 

desses dois locais colheram-se amostras de sangue e tecidos (língua, coração e 

cérebro) na linha de abate. Também foram colhidas amostras de um animal 

atropelado na marginal do rio Tietê em São Paulo, de duas capivaras sacrificadas no 

Parque Ecológico do Tietê e de um animal morto no Parque Estadual Alberto 

Lofgren (Instituto Florestal da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de São 

Paulo). Os animais foram encaminhados pelo IBAMA e necropsiados no 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo (FMVZ-USP).   

 A distribuição dos animais entre os municípios, assim como as 

características sexo e faixa etária encontram-se na tabela 1. 

 Foram analisadas amostras de 68 capivaras, sendo 31 machos e 37 

fêmeas, e em relação à idade, 42 eram adultas (idade superior a doze meses) e 26 

eram jovens (de seis a onze meses). A idade foi estimada pelo porte corporal e 

características sexuais das capivaras. 
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Tabela 1 – Número de capivaras examinadas para a pesquisa de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii, segundo município de procedência no Estado de 
São Paulo, faixa etária e sexo - São Paulo - 2006 

 
 
           Número de capivaras examinadas 

Município Origem Jovens   Adultos TOTAL 

    M F Total   M F Total   

Andradina criadouro - - -  3 7 10 10 

Cordeirópolis vida livre - - -  6 3 9 9 

Cosmorama criadouro 2 7 9  2 4 6 15 

Ribeirão Preto criadouro 3 3 6  3 4 7 13 

São Paulo vida livre 4 4 8  6 - 6 14 

Valparaíso criadouro - - -   2 5 7 7 

TOTAL   9 14 23   22 23 45 68 
M=macho; F=fêmea 

 

 

 

4.2 LOCAL DO EXPERIMENTO 

 

 

 Todo o procedimento experimental foi realizado nos Laboratórios de 

Doenças Parasitárias do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Saúde 

Animal (VPS) da FMVZ-USP. 

 

 

4.3 COLHEITA DE SANGUE E ÓRGÃOS  

 

 

 As capivaras foram sacrificadas através de eletrocussão e as amostras de 

sangue foram obtidas durante a sangria, no momento do abate dos animais e, 

quando possível, antes da realização deste. Quando a coleta ocorreu previamente 

ao abate, o sangue foi obtido através da venopunção da veia radial, com o animal 
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sedado com uma associação de cloridrato de quetamina (15 mg/kg) e xilasina 

(0,15mg/kg), ambas de uso veterinário, por via intramuscular.  

 Os órgãos foram colhidos na linha de abate e acondicionados 

individualmente em sacos plásticos, armazenados em caixa de isopor com gelo e 

levados diretamente ao laboratório. As amostras de sangue foram mantidas em 

temperatura ambiente até a chegada ao laboratório, onde foram centrifugadas a 

2.000 g por 15 minutos para obtenção do soro. Os soros foram mantidos a -20ºC. 

 

 

4.4 EXAME SOROLÓGICO PARA PESQUISA DE ANTICORPOS IgG ANTI-T. 

GONDII  

 

 

 Os soros das capivaras foram examinados para pesquisa de anticorpos 

anti-T. gondii através do Teste de Aglutinação Modificado (MAT) segundo Dubey e 

Desmonts (1987). 

 A diluição dos soros era feita em microplaca (96 poços) usando solução de 

salina tamponada, pH 7,2 (NaCl 0,146M; NaH2PO4 0,0026M; Na2HPO4 0,008M), 

filtrada em membrana de 45 µm de porosidade. 

 Em seguida, 135µL de antígeno-estoque (taquizoítos inteiros fixados em 

formalina) eram diluídos em 2,5mL de solução salina tamponada, pH 8,95 (NaCl 

0,12M; H3BO3 0,05M; NaN3 0,03m; albumina sérica bovina para uma solução de uso 

a 0,4%), 35µL de Mercaptoetanol 0,2M e 50µL de Azul de Evans 0,2%. Essa mistura 

era então homogeneizada e distribuída imediatamente em uma microplaca (96 

poços) com fundo em “U”, resultando em 25µL de reagentes por poço. Os soros 

diluídos eram transferidos para essa microplaca e misturados aos reagentes (v/v). A 

placa era selada com plástico adesivo para evitar evaporação e incubada, durante a 

noite em estufa a 37oC. 

 A formação de um botão de contorno definido na base do poço da placa 

era anotada como resultado negativo; um carpete completo ou um véu de contorno 

pouco definido era anotado como positivo (DESMONTS; REMINGTON, 1980). 
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 Os animais com títulos maiores ou iguais a 25 foram considerados 

positivos. Inicialmente, para triagem dos animais foram feitas diluições seriadas de 

1:25 a 1:200. Os soros dos animais com títulos maiores ou iguais a 200 foram 

novamente diluídos seriadamente e testados até chegar ao título máximo da reação. 

 Em todas as reações foram usados controles positivo e negativo, 

previamente conhecidos e controle do antígeno. O antígeno foi fornecido gentilmente 

pelo Dr. J. P. Dubey do Laboratório de Biologia, Epidemiologia e Sistemática de 

Parasitos, do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), em 

Beltsville, Maryland, sendo enviado por via aérea.  

 

 

4.5 ISOLAMENTO DE T. GONDII EM CAMUNDONGOS 

 

 

4.5.1 Digestão péptica de tecidos  

 

 

 Os tecidos (cérebro, coração e língua) foram mantidos refrigerados até o 

resultado do MAT, 12 horas depois de iniciado. O procedimento seguiu o protocolo 

descrito por Dubey (1998a). 

 Os tecidos dos animais soropositivos foram primeiramente cortados em 

pequenos pedaços, sendo removidos a gordura e o tecido conectivo. De cada órgão 

foi utilizado, aproximadamente 16,6g, até completar o total de 50g de tecidos.  

 O “pool” de tecidos foi homogeneizado com cinco volumes de NaCl 0,15M 

(salina), sendo usado um homogeneizador de uso doméstico.  

 Foram separadas cinco alíquotas de 1,5 mL do homogeneizado de tecidos 

de cada amostra, antes de acrescentar a pepsina ácida, em microtubos de 2,0 mL e 

armazenadas em freezer a -70ºC até o processamento para obtenção do DNA 

(amostras de tecidos das capivaras ou amostras primárias).  

 Ao material homogeneizado adicionou-se o mesmo volume de uma 

solução de pepsina ácida, pH 1,1-1,2 (pepsina, 2,6g; NaCl, 5,0g; HCl, 7,0mL; água 
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destilada suficiente para 500mL de solução) recém preparada e aquecida em banho-

maria a 37oC. 

 A mistura foi incubada em banho-maria sob agitação a 37oC por uma hora. 

 Após incubação, a suspensão foi coada através de duas camadas de 

gaze, o coado transferido para cinco tubos cônicos de 50mL e centrifugado a 1.200 

g por 10 minutos. 

 O sobrenadante foi desprezado e o sedimento de cada tubo foi então 

neutralizado pela adição gradual de bicarbonato de sódio 1,2%, pH~8,3, recém 

preparado (ao redor de 5mL por tubo). A neutralização foi percebida visualmente 

pela mudança da cor do sedimento (coincide com a mudança de pH). 

 Após homogeneização, o material foi transferido para um único tubo 

cônico, completando-se o volume para 50mL com salina e centrifugando a 1.200 g 

por 10 minutos. 

 Novamente, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido 

com salina (v/v) contendo 2000U de penicilina e 200µg de estreptomicina, por 

mililitro. 

 Imediatamente a amostra foi inoculada nos grupos de camundongos. 

Foram usados camundongos albinos Swiss, fêmeas, com idade ao redor de dois 

meses, provenientes do Biotério do VPS, FMVZ.  

 

 

4.5.2 Bioensaio em camundongos 

 

 

 Cada grupo era constituído de cinco animais, identificados individualmente 

com brincos, com números sequenciais e alojados na mesma caixa; cada 

camundongo foi inoculado subcutaneamente com 1,0 -1,2 mL da amostra digerida e 

observados diariamente.   

 Três capivaras provenientes do criadouro de Ribeirão Preto, assim como o 

animal que foi encontrado atropelado na marginal do rio Tietê apresentaram títulos 

de anticorpos anti-T. gondii baixos (25). Optou-se em inocular as amostras de 
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tecidos digeridas em 10 camundongos por grupo, ao invés de cinco para aumentar 

as chances de isolamento. 

 Os camundongos inoculados que vinham a óbito eram examinados para 

pesquisa de T. gondii nos tecidos. Os animais que sobreviviam até seis semanas 

pós-inoculação (P.I.) foram examinados sorologicamente para pesquisa de 

anticorpos anti-T. gondii, através do MAT, na diluição 1:25 (DUBEY, 1997), como 

descrito no item 4.4. Para isso, a colheita de sangue foi feita pelo plexo retro-orbital, 

usando pipeta de Pasteur, após a sedação dos camundongos com uma associação 

de quetamina 10% (100 mg/kg) e xilazina 2% (10mg/kg), injetada pela via 

intraperitoneal. 

 Os camundongos soropositivos permaneciam no experimento até dois 

meses P.I., quando então eram sacrificados e examinados para pesquisa de 

T.gondii; os soronegativos eram sacrificados após o resultado da sorologia e 

submetidos ao mesmo exame. O sacrifício dos camundongos era realizado através 

de deslocamento cervical. 

 Todos os camundongos usados no bioensaio foram examinados para a 

pesquisa de T. gondii nos tecidos, como descrito previamente por Dubey e Beattie 

(1988). 

 Impressões de pulmão e fragmentos de cérebro dos animais foram 

examinados sob microscopia de luz, entre lâmina e lamínula, para pesquisa de 

estágios de T. gondii (taquizoitos e/ou cistos). Cortava-se um fragmento do pulmão, 

removia-se o excesso de sangue da superfície do corte, a qual era então aplicada 

sobre uma lâmina contendo uma gota de salina, cobria-se com lamínula e 

examinava-se à procura de taquizoítas. Fragmentos de cérebro de 3-5mm2 eram 

comprimidos entre lâmina e lamínula e examinados para pesquisa de cistos. O 

cérebro dos animais soropositivos e dos soronegativos eram examinados da 

maneira descrita acima. 

 Foram considerados infectados com T. gondii, os camundongos em que 

estágios do parasito foram encontrados em seus tecidos. 
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4.5.2.1 Amostras isoladas de camundongos (Isolados) 

 
 

4.5.2.1.1 Congelamento 

 
 
 Para a análise genotípica dos isolados de T. gondii, o pulmão e/ou cérebro 

de cada camundongo positivo para T. gondii foi macerado separadamente utilizando 

gral e pistilo. Adicionava-se, após, 1,0mL de salina estéril. A suspensão obtida era 

então colocada em microtubo de 2,0mL e armazenada a –70ºC até o processamento 

para obtenção do DNA.  

 
 
4.5.2.1.2 Criopreservação 

 
 
 Objetivando a preservação dos isolados para futuros estudos, o restante 

do material foi criopreservado em DMSO 50% em meio RPMI-1640 e BSA 16% em 

RPMI-1640 (concentração final, DMSO 12,5% e BSA 4%) (DUBEY; BEATTIE, 1988).  

 
 
4.6 ANÁLISE GENOTÍPICA 

 
 
 Para evitar contaminações cruzadas, todo o material não descartável 

como vidraria e material cirúrgico, em todas as fases do experimento, era submetido 

à fervura com água, lavagem com detergente neutro, enxágüe em água corrente, 

imersão em solução de HCl 0,1N por dois minutos, enxágüe em água destilada e 

esterilização em forno de Pasteur a 180ºC, por duas horas. 

 
 
4.6.1 Extração e purificação do DNA 

 
 

 Para cada isolado, se havia ocorrido 100% de óbitos dos camundongos, 

era selecionado o pulmão de dois animais; se não havia ocorrido óbito, selecionava-
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se o cérebro de dois camundongos e se dentro do grupo houvesse óbitos e 

sobreviventes, selecionava-se pulmão e cérebro dos que vieram a óbito e dos 

sobreviventes. 

 A extração de DNA foi baseada nos protocolos descritos por Ausubel et al. 

(1999). 

 Eram processadas no máximo cinco amostras por vez e acrescentado um 

controle negativo contendo TE. 

 Alíquotas de 100µL foram separadas após descongelamento das 

amostras de camundongo e da cepa RH (SABIN1, 1941, apud FARREL et al., 1952, 

p. 182). Das amostras primárias (capivaras) foram utilizadas alíquotas de 500µL por 

amostra. Para a amostra RH, usada como controle positivo, eram utilizados 100µL 

de uma suspensão obtida de lavado peritoneal de camundongos infectados 

experimentalmente. 

 As amostras foram lavadas três vezes com tampão TE, pH 8,0 (Tris-HCl 

10mM; EDTA 1mM), centrifugando-se a 12.000 g por 5 minutos. 

 Ao sedimento foi acrescentado o tampão de extração que foi calculado 

para um volume final de 500µL (Tris-HCl 10mM; NaCl 100mM; EDTA 25mM; SDS 

1%; 10µL de proteinase K; água ultrapura autoclavada). As amostras foram 

homogeneizadas e incubadas durante a noite em banho seco, com agitação 

automática de 15 segundos a cada 15 minutos. 

 Ao sedimento foi adicionado fenol tamponado (v/v), o qual era então 

homogeneizado e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. Recuperava-se o máximo 

de sobrenadante (fase aquosa), evitando contaminação com fenol, aspirando a fase 

orgânica. 

 Adicionava-se fenol e clorofórmio (v/v) às amostras, as quais eram 

homogeneizadas e centrifugadas a 12.000 g por 5 minutos, recuperando-se o 

máximo de sobrenadante, tomando-se cuidado de não aspirar a interface orgânica. 

 Adicionava-se TE (v/v) e em seguida clorofórmio (v/v), homogeneiza-se e 

centrifugava-se por 5 minutos a 12.000 g. O máximo de sobrenadante era 

                                                           
1
 SABIN, A. B. Toxoplasmic encephalitis in children. Journal of the American Medical Association, 

v. 116, p. 801-807, 1941. 
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recuperado, sendo este o volume final de DNA obtido. Acrescentava-se então o 

acetato de sódio 3M (CH3COONa), pH 8,0, cujo volume era calculado em 1/10 do 

volume da amostra. Em seguida era acrescentado duas vezes esse volume de 

etanol absoluto. Após homogeneização as amostras eram deixadas a –20ºC, 

durante a noite. 

 As amostras eram centrifugadas a 12.000 g por 25 minutos a 4ºC. 

Desprezava-se o sobrenadante e adicionava-se 1.000µL de etanol a 70%. 

Centrifugava-se novamente e o sobrenadante descartado e os microtubos ficavam 

em posição invertida, até secarem completamente, em temperatura ambiente. 

 As amostras eram homogeneizadas em TE (1/10 do volume final de DNA 

obtido) e incubadas em banho seco (pré-aquecido) a 56ºC, por 10 minutos. As 

amostras eram então armazenadas a –20ºC, para posterior amplificação. 

 
 

4.6.2 PCR-RFLP 

 
 

 Para a determinação dos genótipos de T. gondii das amostras analisadas, 

seguiu-se protocolo descrito por Howe et al. (1997), utilizando como marcador 

genético, segmentos do locus SAG2, localizado no cromossomo VIII. 

 Dois fragmentos do locus SAG2 foram amplificados pela PCR e 

submetidos à clivagem enzimática, utilizando as endonucleases MBOI 

(isoesquisômero Sau3AI) e HhaI. Os fragmentos produzidos correspondem a 241 e 

221 pares de bases, sendo o primeiro oriundo da região 5´ e o segundo da região 3´ 

do locus SAG2. A enzima MBOI é utilizada para clivar o fragmento maior e a 

endonuclease HhaI para clivar o fragmento menor. A endonuclease MBOI cliva 

fragmentos oriundos de alelos característicos do tipo III, podendo, assim, diferenciar 

de outros dois tipos de genótipos. Por outro lado, a enzima HhaI somente cliva 

fragmentos oriundos de alelos do tipo II enquanto o tipo I não é clivado por nenhuma 

dessas enzimas mencionadas. No quadro 2 está ilustrada a tipificação das amostras 

isoladas, conforme a ação das respectivas enzimas e na figura 1 pode ser 

visualizado o esquema de determinação dos genótipos, conforme proposto por 

Howe et al. (1997). 
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Enzimas de restrição 
  

MboI  HhaI 
Genótipo 

   

          
Tipo I Fragmento 5´ NÃO clivado Fragmento 3´ NÃO clivado 
     
Tipo II Fragmento 5´ NÃO clivado CLIVAGEM de fragmento 3´ 
     
Tipo III CLIVAGEM de fragmento 5´ Fragmento 3´ NÃO clivado 
          

 
Quadro 2 –  Comportamento dos produtos da PCR oriundos dos genótipos I, 

II, III de Toxoplasma gondii frente à ação das enzimas de 
restrição MBOI e HhaI 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1 -  Representação esquemática do sistema proposto por Howe et al. (1997) para 
genotipagem de T. gondii, baseado na nested-PCR-RFLP de fragmentos do 
locus SAG2. Neste procedimento, dois produtos de nested-PCR são 
produzidos e submetidos à restrição enzimática 
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4.6.2.1 Oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) 

 

 

 O quadro 3 relaciona os oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) usados 

na PCR para amplificação do gene SAG2 de T. gondii. 
 

PCR Nome do "primer" Seqüência de bases 

5´ PCR primária SAG2 F4* 5´ GCTACCTCGAACAGGAACAC  3´ 
 SAG2 R4* 5´ GCATCAACAGTCTTCGTTGC   3´ 
   

3´PCR primária SAG2 F3* 5´ TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC 3´ 
 SAG2 R3* 5´ TCAAAGCGTGCAATTATCGC   3´ 
   

5´nested PCR SAG2 F** 5´ GAAATGTTTCAGGTTGCTGC   3´  
 SAG2 R2** 5´ GCAAGAGCGAACTTGAACAC  3´  
   

3´nested PCR SAG2 F2** 5´ ATTCTCATGCCTCCGCTTC      3´ 
 SAG2 R** 5´ AACGTTTCACGAAGGCACAC   3´ 

(Fonte: Howe et al., 1997) 
 

* ”primers” externos 1 e 2 
** “primers“ internos 1 e 2 
 

Quadro 3 – Nomes e seqüências dos “primers” usados na PCR para amplificação de 
fragmentos do gene SAG2 de Toxoplasma gondii  

 

 

4.6.2.2  Delineamento  
 

 

 A amostra RH (SABIN2, 1941 apud FARREL et al., 1952, p. 182), mantida 

em camundongos no VPS, foi utilizada como controle positivo do genótipo I; o 

controle positivo do genótipo II era um isolado de veado e o controle positivo do 

genótipo III um isolado de gambá. Os DNAs dos isolados tipo II e tipo III foram 

fornecidos gentilmente pelo Prof. Dr. J. P. Dubey (USDA, Beltsville, Maryland) para 

servirem como controles. 

 Para as amostras de camundongos e para o controle positivo do genótipo 

tipo I não foi necessária a realização da nPCR, pois se obteve uma boa detecção 

                                                           
2
  SABIN, A. B. Toxoplasmic encephalitis in children. Journal of the American Medical Association, 

v. 116, p. 801-807, 1941. 



Material e Métodos 

 

74 

apenas com uma amplificação. Assim, para as amostras citadas, foi realizada a PCR 

diretamente com os “primers” internos, tanto no ensaio para a região 5´, como no 

ensaio para a região 3´ do locus SAG2, obtendo-se diretamente os fragmentos 

amplificados de 241 e 221 pares de bases, respectivamente, necessários para a 

análise de restrição. 

 A fim de evitar contaminações, os controles positivos dos genótipos tipo II 

e tipo III foram processados separadamente (10 amplificações para cada genótipo), 

em dias diferentes. Após análise do produto amplificado em gel de agarose a 2,0 %, 

estes controles foram armazenados a -20°C até o uso na análise de restrição. 

 Para as amostras primárias e para os controles positivos dos genótipos II 

e III foi realizada a PCR, seguida da nestedPCR. 

 

 

4.6.2.3 PCR 

 

 

 Para uma reação em 50µL, foi utilizada a seguinte mistura de reagentes: 

 

• 25,2 µL de água ultra pura autoclavada 

• 5,0 µL de tampão de reação (KCl 50mM; Tris-HCl 10mM, pH 9,0) 

• 8,0 µL da mistura de dNTPs (200 µM de cada nucleotídeo: dATP, 

dTTP, dCTP, dGTP 

• 2,5 µL do “primer” 1 (10pmol/ µL) 

• 2,5 µL do “primer” 2 (10pmol/ µL) 

• 1,5 µL de MgCl2 (50mM) 

• 0,3 µL de taq DNA polimerase 

• 5,0 µL da amostra de DNA extraído 

 

 Para as amostras de pulmão e RH (lavado peritoneal de camundongo 

inoculado) o DNA foi utilizado na diluição de 1:100 e para as amostras de cérebro e 

para os controles tipo I e Tipo III, o DNA foi utilizado na diluição 1:10. 
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 A cada corrida de PCR foi incluído um controle positivo (amostra tipo I – 

RH) e pelo menos dois controles negativos (água ultrapura autoclavada). 

 

 

4.6.2.4 Nested- PCR 

 

 

 A seguinte mistura de reagentes foi utilizada para uma reação em 50µL: 
 

• 29,2 µL de água ultrapura autoclavada 

• 5,0 µL de tampão de reação (KCl 50mM; Tris-HCl 10 mM, pH 9,0) 

• 8,0 µL da mistura de dNTPs (200 µM de cada nucleotídeo: dATP, 

dTTP, dCTP, dGTP) 

• 2,5 µL do “primer” interno 1 (10 pmol/ µL) 

• 2,5 µL do “prmer” interno 2 (10 pmol/ µL) 

• 1,5 µL de MgCl2 (50 mM) 

• 0,3 µL de Taq DNA polimerase 

• 1,0 µL da amostra de DNA amplificado pela PCR (na diluição 

1:10) 
 

 Para cada corrida de nPCR eram incluídas no máximo cinco amostras e 

três controles negativos (água ultrapura autoclavada). 

 

 

4.6.2.5 Ciclo empregado 

 

 

 Desnaturação inicial: 94ºC por 30 segundos 
 

� Desnaturação: 94ºC por 20 segundos 
� Hibridização: 60ºC por 25 segundos 
� Extensão: 72ºC por 25 segundos 

 

 A partir da desnaturação, o ciclo se repete mais 39 vezes. 

 Extensão final: 72ºC por 5 minutos 
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4.6.2.6 Análise do produto amplificado 

 

 

 Os produtos originados pela PCR e nPCR foram dispostos em gel de 

agarose a 2,0% em cuba horizontal com solução tampão TBE, pH 8,0 (Tris-borato 

0,045M; EDTA 0,001M), juntamente com um marcador de peso molecular com 

fragmentos múltiplos de 100 pares de bases e, em seguida submetidos à 

eletroforese. Foram analisadas alíquotas de 20 µL de cada amostra. 

 Após a corrida eletroforética, o gel era corado com solução de brometo de 

etídeo (solução a 0,5µg/mL) por 30 minutos, lavado em água destilada por 30 

minutos e observado sob transiluminação com luz ultravioleta para visualização das 

bandas. Documentação fotográfica e análise de imagem – AlphaImager ® Imaging 

System (Alpha Innotech).  

 

 

4.6.2.7 RFLP 

 

 

 Protocolo da mistura para 20 µL de reação: 

Região 5´: 

• 1.0 µL (10 unidades) de MboI (isoesquisômeroSau3AI) 

(Fermentas Life Sciences) 

• 2,0 µL de tampão R+ 10x (Fermentas Life Sciences) 

• 7,0 µL de água ultrapura autoclavada 

• 10,0 µL de DNA 

Região 3´: 

• 1.0 µL (20 unidades) de HhaI (BioLabs) 

• 2,0 µL de tampão Y+ tango 10x (BioLabs) 

• 7,0 µL de água ultrapura autoclavada 

• 10,0 µL de DNA 
 

 As amostras eram incubadas em banho-maria a 37ºC por duas horas. 
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 Após a incubação as amostras eram submetidas novamente à análise em 

gel de agarose a 2,0%, como descrito anteriormente. Em cada corrida eletroforética 

colocava-se um controle positivo dos genótipos I, II e III. 

 

 

4.6.3 Análise por seqüenciamento 

 

 

 A análise por seqüenciamento foi realizada quando as amostras exibiram 

um padrão de digestão parcial na RFLP. 

 

 

4.6.3.1 Purificação 

 

 

 Para a purificação do DNA foi utilizado o “kit” GFXTM (Amersham 

Biosciences), obedecendo as instruções do fabricante, porém aumentado os tempos 

de centrifugações de três a quatro minutos. 

 Volumes máximos de DNA amplificados na região 5`eram corridos em gel 

de agarose a 2% e a banda com fragmento de tamanho esperado era recortada com 

lâmina de bisturi descartável, na quantidade máxima de 300 mg de gel. 

 Era obtido um volume final de 35 µL de DNA purificado. 

 

 

4.6.3.2 Quantificação 

 

 

 A quantificação foi feita utilizando-se 5 µL do DNA purificado. O material 

foi examinado conforme descrito no ítem 4.2.4, usando como padrão o GeneRulerTM 

100bp DNA Ladder (MBI Fermentas). 
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 As intensidades das bandas obtidas de DNA purificado eram comparadas 

visualmente com aquelas do padrão e a concentração de DNA (em nanogramas) 

das amostras eram determinadas de acordo com a tabela fornecida pelo fabricante. 

 

 

4.6.3.3 Reação de seqüenciamento 

 

 

 Na reação de seqüenciamento foi utilizado o “kit” ABI PRISMTM BigDye 

TerminatorTM (Applied Biosystems). 

 Para um volume final de 10 µL foram misturados os seguintes reagentes: 

 

• 5 ,0 ng de DNA purificado 

• 1,0 µL de BigDye 

• 2,0 µL de Tampão Save Money 5 x (Tris-HCl 400 mM; MgCl2  10 

mM, pH 9,0) 

• 1,0 µL do “primer” (senso ou anti-senso) 

• Água q.s.p (volume ajustado, conforme a quantiade de DNA) 

 

 

 As amostras eram submetidas ao seguinte programa: 

 

• Desnaturação inicial: 96ºC por um minuto 
 

• Desnaturação: 96ºC por 15 segundos – Rampa: 1,0ºC/s 

• Hibridização: 50ºC por 15 segundos – Rampa: 1,0ºC/s 

• Extensão: 60ºC po quatro minutos – Rampa: 1,0ºC/s 

 

 Este ciclo se repete 34 vezes a partir da desnaturação. As amostras são 

mantidas a 4ºC até a próxima etapa 
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4.6.3.4 Precipitação 

 

  

 Após a reação de seqüenciamento, era adicionado 40 µL de isopropanol a 

65% (v/v em água) a cada amostra. Após homogeneização, as amostras eram 

mantidas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 15 minutos e em seguida 

centrifugadas a 14.000 g por 25 minutos também em temperatura ambiente (±25ºC). 

 O isopropanol era descartado e em seguida, acrescentado etanol 60% (v/v 

em água) e centrifugado a 14.000 g por 10 minutos em temperatura ambiente. 

 O etanol era removido com auxílio de pipeta e as amostras eram 

colocadas no termobloco a 80ºC por dois minutos para secar o “pellet”. 

 As amostras eram mantidas a -20ºC até o momento do seqüenciamento. 

 

 

4.6.3.5 Preparo das amostras para seqüenciamento 

 

 

 As amostras eram homogeneizadas com formamida, colocadas em 

termobloco a 95ºC por 3 minutos, mantidas em banho de gelo por 2 minutos e em 

seguida aplicadas para o seqüenciamento. 

 O seqüenciamento foi realizado seguindo o protocolo contido no manual 

técnico do equipamento ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems). As 

seqüências eram posteriormente visualizadas usando o programa CodonCode 

Aligner v. 1.6.0 beta. 

 

 

4.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

 As associações entre faixas etárias ou sexo e presença de anticorpos anti-

T. gondii foram analisadas pelo teste Qui-quadrado.  
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 Para comparar as distribuições dos títulos de anticorpos anti-T. gondii, 

segundo o tipo de criação (criadouro ou vida livre) utilizou-se o teste de Mann-

Whitney. Associações entre títulos de anticorpos anti-T. gondii das capivaras, tipo de 

criação e isolamento do parasita nos bioensaios foram analisadas pelo teste de 

proporções. 

 Para comparar os títulos de anticorpos com o tipo de isolado (I e III) foi 

utilizado o teste t, para duas amostras independentes [pressuposições de 

distribuição normal e variâncias iguais (P=0,63) foram atendidas].  

 Para comparar a proporção de capivaras positivas segundo o tipo de 

criação com as linhagens obtidas (tipo I e III) foi utilizado o teste exato de Fischer. 

 Para comparar a proporção de grupos com camundongos sobreviventes e 

grupos os quais morreram camundongos com relação aos genótipos dos isolados foi 

utilizado o teste de proporções. Posteriormente, o número absoluto de óbitos foi 

comparado através do mesmo teste. 

 Para analisar o comportamento da mortalidade devida a cada um dos 

isolados, comparando-os ao final do período de observação, foi utilizado o método 

da tábua de vida, considerando-se como evento de sucesso a mortalidade ocorrida 

durante o período de observação e como dado censurado, os animais que 

permaneceram vivos durante todo o período de observação. Comparou-se a tábua 

de vida dos diferentes  isolados através do teste Wilcoxon (Gehan) para verificar se 

havia diferença das mortalidades e o isolado avaliado. 

 Foi utlizado o programa estatístico SPSS, versão 9.0. (SPSS, INC.) para 

todos os testes.  

 As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes para 

p≤0,05. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 
 



Resultados 

 

82 

5 RESULTADOS  

 

 

5.1 SOROLOGIA DAS CAPIVARAS 

 

 

 Dos 68 animais examinados, 51 (75%) foram positivos para anticorpos 

anti-T. gondii. A distribuição das capivaras examinadas e soropositivas, segundo 

sexo, faixa etária e localidade de procedência encontra-se na tabela 2.  

 Em relação ao sexo, 83,3% (25/30) dos machos foram positivos enquanto 

68,4% (26/38) das fêmeas se apresentaram positivas. Não foi observada diferença 

estatística significativa entre as proporções de animais positivos machos e fêmeas 

(p=0,33). 

 Entre os animais jovens, 75% (18/24) foram soropositivos, sendo que os 

municípios com maior porcentagem de positividade foram São Paulo (87,5%) e 

Cosmorama (100%). Das amostras analisadas, 64,7% (44/68) foram de capivaras 

adultas sendo que 75% destas (33/44) apresentaram anticorpos anti-T. gondii, 

mesma porcentagem encontrada para as jovens. Não houve diferença estatística 

significativa entre as proporções de animais positivos jovens e adultos (p=0,88). 

 
Tabela 2 –  Freqüência de capivaras examinadas e soropositivas para Toxoplasma 

gondii através do teste de aglutinação modificado (≥25), segundo o sexo, 
faixa etária e o município de procedência no Estado de São Paulo - São 
Paulo – 2006 

 
 

Nº de capivaras examinadas   
Município 

(Nº de capivaras positivas) Positivas 
 Adultos Jovens Machos Fêmeas Total  (%) 
Andradina  10 (8)    0   3 (2) 7 (6) 10 (8) 80,0 
Cordeirópolis   9 (9)    0   6 (6) 3 (3)   9 (9) 100,0 
Cosmorama   5 (5)  10 (10)   3 (3) 12 (12)   15 (15) 100,0 
Ribeirão Preto   7 (2)  6 (1)   6 (2) 7 (1) 13 (3) 23,1 
São Paulo   6 (4)  8 (7) 10 (8) 4 (3)   14 (11) 78,6 
Valparaíso   7 (5)    0   2 (2) 5 (3)   7 (5) 71,4 
Total   44 (33)  24 (18)   30 (25) 38 (26)   68 (51) 75,0 
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 O número de capivaras soropositivas relacionadas ao tipo de criação pode 

ser observado no gráfico 1. Das 45 capivaras provenientes de criadouros, 31 

(68,9%) apresentaram títulos iguais ou superiores a 25 e das 23 de vida livre, 20 

(87%) foram positivas. Não houve diferença entre a proporção de animais positivos 

de vida livre e criadouros (p = 0,14). 
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Gráfico 1 – Número de capivaras examinadas e soropositivas para anticorpos anti-T. 
gondii, segundo o tipo de criação - São Paulo - 2006 

 
 

 

 O perfil dos títulos de anticorpos, segundo os tipos de criação, foi 

semelhante (p = 0,48), Dos animais procedentes de criadouros, 50% apresentaram 

títulos de anticorpos anti-T. gondii entre 25 e 200 (mediana=50) e nos de vida livre, 

50% das amostras apresentaram títulos entre 50 e 200 (mediana=100) conforme 

ilustrado no gráfico 2. 
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Gráfico 2 - Distribuição dos títulos de antcorpos anti-T. gondii de capivaras 
naturalmente infectadas do Estado de São Paulo, segundo o tipo de 
criação (criadouro e vida livre) - São Paulo - 2006 

 

 Os títulos de anticorpos variaram de 25 a 800, sendo que em 82,3% (42 

animais), os títulos variaram de 25 a 200 e em 17,6% (nove animais) a variação dos 

títulos foi de 400 a 800 (Tabela 3). 

 

Tabela 3 -  Distribuição dos títulos de anticorpos anti-T. gondii obtidos pelo teste de 
aglutinação modificado, em capivaras naturalmente infectadas do Estado 
de São Paulo - São Paulo - 2006 

 

Título Número de capivaras soropositivas % 

25 12 23,5 

50 6 11,8 

100 14 27,5 

200 10 19,6 

400 5 9,8 

800 4 7,8 

Total 51 100 
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5.2 BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS E ISOLAMENTO DE T.GONDII 

 

 

 Foram realizados 40 bioensaios em camundongos, dentre as 51 capivaras 

soropositivas, sendo nove amostras de tecidos de capivaras jovens e 31 de animais 

adultos. Com relação ao sexo, as capivaras ensaiadas corresponderam a 19 machos 

e 21 fêmeas e com relação à procedência, 17 dessas capivaras eram de vida livre e 

23 de criadouros. 

 Das 11 capivaras soropositivas procedentes de São Paulo, três morreram 

antes do abate e não foram introduzidas no bioensaio. Dos 15 animais soropositivos 

de Cosmorama, foram selecionados os sete que tiveram títulos ≥ 200, tendo em 

vista que estávamos obtendo alta porcentagem de isolamentos, mesmo das 

capivaras que apresentavam títulos baixos, não havendo, portanto, necessidade de 

realizar bioensaio de todas as capivaras, uma vez que eram procedentes do mesmo 

criadouro. 

 Foram obtidos 36 (90%) isolados de T. gondii. Das capivaras adultas 

(n=31), isolou-se de 29 (93,5%) e das nove jovens, isolados foram obtidos de sete 

(77,8%) animais. 

 Considerando o tipo de criação, a porcentagem de isolamentos de T. 

gondii entre as capivaras de vida livre foi de 94,1%, com 16 isolados dos 17 

bioensaios realizados. Dentre os animais de criadouros (n=23), 20 isolados (86,9%) 

foram obtidos. O número de isolamentos, entre as capivaras provenientes de 

criadouro e as de vida livre está ilustrada no gráfico 3.  

 Não houve diferença entre a proporção de isolados e idade das capivaras 

(p=0,21), tipo de criação (p=0,62) e sexo (p=0,58). 
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Gráfico 3 –  Número de bioensaios realizados e isolamentos de T. gondii de 
capivaras naturalmente infectadas do Estado de São Paulo, 
através de bioensaio em camundongos, segundo o tipo de 
criação das capivaras - São Paulo - 2006 

 
 A distribuição do número de bioensaios e número de isolados entre os 

municípios pode ser observada na tabela 4. 

 

Tabela 4 -  Número de bioensaios em camundongos de tecidos de capivaras, e 
número de isolados de T. gondii obtidos, segundo o município de 
procedência das capivaras do Estado de São Paulo - São Paulo - 2006 

 

Número de bioensaios Número de isolados Isolamentos Município  
em camundongos   % 

Andradina 8 7 87,5 

Cordeirópolis 9 9 100,0 

Cosmorama 7 6 85,7 

Ribeirão Preto 3 2 66,7 

São Paulo 8 7 87,5 

Valparaíso 5 5 100,0 

Total 40 36 90,0 

 

 Os números absolutos e percentuais de isolados obtidos entre os títulos 

de anticorpos anti-T. gondii das capivaras estão ilustradas na tabela 5. Não houve 

associação da freqüência de isolamentos com os títulos de anticorpos (p=0,99). 
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Tabela 5 -  Número de isolados de T. gondii obtidos de capivaras naturalmente 
infectadas, através do bioensaio em camundongos, segundo os títulos 
de anticorpos anti-T. gondii das capivaras - São Paulo - 2006  

 

Título Número de bioensaios Número de isolados % 

25 11 9 81,8 

50 4 4 100,0 

100 7 6 85,7 
200 9 9 100,0 
400 5 5 100,0 

800 4 3 75,0 

Total 40 36 90,0 
 

 

 Dos 215 camundongos inoculados nos bioensaios, 156 (72,6%) foram 

infectados por T. gondii. Óbitos dos camundongos por toxoplasmose ocorreram 

desde o 8º até o 31º dia pós-infecção (P.I.), com média por grupo variando de 12 a 

27 dias e média geral de 18 dias P.I. Cistos nos cérebros dos camundongos foram 

observados em todos os 36 grupos de isolados e dentre os camundongos que foram 

a óbito, cistos foram dectectados já no 11º dia P.I. 

 Nos camundongos que sobreviveram e encontravam-se negativos 

sorologicamente (título <25), não foram observados cistos nos cérebros. Entretanto, 

em todos os camundongos soropositivos (título ≥ 25) sobreviventes, após a 

eutanásia, cistos estavam presentes nos cérebros.  

 Em 28 grupos que apresentaram camundongos infectados por T. gondii 

houve pelo menos um óbito e desses camundongos mortos, foram observados 

cistos nos cérebros em 26 grupos. Dezenove grupos tiveram camundongos 

sobreviventes e foram observados cistos em todos. 

 A porcentagem de óbitos dentre os camundongos infectados foi de 25 a 

90% para 11 grupos, enquanto 17 grupos apresentaram 100% de óbitos e em oito 

não ocorreram óbitos (Tabela 6). 
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Tabela 6 -  Número de grupos de camundongos infectados com Toxoplasma gondii 
após inoculação com tecidos de capivaras soropositivas, segundo a 
porcentagem de óbitos por toxoplasmose - São Paulo - 2006 

 

Porcentagem* 0 25 33 40 60 75 88 90 100 Total 

de óbitos           

Número de grupos  8 1 2 1 2 3 1 1 17 36 

infectados**                     
* Nº de óbitos/Nº de infectados x 100 
** pelo menos 1 dos camundongos inoculados do grupo apresentaram-se infectados 

 

 
 Os dados detalhados dos 36 isolados e os municípios de procedência das 

capivaras estão apresentados na tabela 7. 

 

 

Tabela 7 -  Isolamento de Toxoplasma gondii de capivaras, através de bioensaio em 
camundongos, segundo o município de procedência no Estado de São 
Paulo e títulos de anticorpos anti- T. gondii das capivaras - São Paulo – 
2006 

 
(Continua) 

      Bioensaio em camundongos* 
 Nº da  Título de  Nºde óbitos/ % de Sobrevida Média 
Município capivara anticorpos  Nº de óbitos  (dias P.I.) (dias) 
       infectados       

       

 44 200 4/4 100 14-17-19-19 17,3 

 45 50 0/3 0 sobreviveram 0 
Andradina 46 800 5/5 100  9-10-18-18-19 14,8 

 47 100 0/3 0 sobreviveram 0 

 49 25 0/3 0 sobreviveram 0 

 51 200 0/4 0 sobreviveram 0 

 53 50 0/1 0 sobreviveu 0 

             

 11 200 5/5 100 17-18-21-23-25 20,8 

 12 400 5/5 100 14-14-14-14-16 14,4 

 13 100 5/5 100  21-23-24-24-27 23,8 

Cordeirópolis 14 200 1/3 33 26 26,0 

 15 400 4/4 100  15-16-17-21 17,3 
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Tabela 7 -  Isolamento de Toxoplasma gondii de capivaras, através de bioensaio em 

camundongos, segundo o município de procedência no Estado de São 
Paulo e títulos de anticorpos anti- T. gondii das capivaras - São Paulo – 
2006 

 
(Conclusão) 

      Bioensaio em camundongos 
 Nº da  Título de  Nºde óbitos/ % de Sobrevida Média 
Município capivara anticorpos  Nº de óbitos  (dias P.I.) (dias) 
       infectados       

       
  11-11-11-11-11 
Ribeirão 

20** 25  9/10 90 
12-12-12-14 

11,7 

Preto 13-15-16-18-20 
  

32** 25  7/8 86 
 25-26 

19,0 

              

 1 100  5/5 100  14-14-14-16-16 14,8 

 5 800  5/5 100  14-15-16-16-16 15,4 

São Paulo 6 200  5/5 100  13-13-15-15-21 15,4 

 7 100  3/4 75  11-12-12 11,7 

 33** 25  1/1 100 27 27,0 

 42 25  5/5 100  8-12-16-17-18 14,2 

  43 50  4/4 100  16-20-22-22 20,0 

       
 36 100  5/5 100  12-13-17-18-20 16,0 

Valparaíso 37 50  3/4 75  20-22-26 22,7 

 38 25  5/5 100  14-14-15-16-19 15,6 

 39 25  5/5 100  16-16-16-18-18 16,8 

  40 50  1/5 20 18 18,0 
Nº= Número 
*Cinco camundongos por grupo  
**Dez camundongos por grupo 
P.I.= pós inoculação 
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5.3 ANÁLISE GENOTÍPICA 

 

 

5.3.1 PCR-RFLP – Amostras positivas (isolados) 

 

 

 Foram identificadas amostras tipos I e III e uma mostrou padrão de 

genótipo misto (tipo I e tipo III) na análise de restrição em segmentos do locus 

SAG2. Em um dos grupos examinados (capivara nº 7), quatro camundongos foram 

infectados e quando se analisaram as amostras de dois camundongos, uma delas 

mostrou padrão tipo I e a outra, padrão tipo III. A amostra de um camundongo do 

grupo 6 (capivara nº 6) apresentou padrão de genótipo misto ou digestão parcial e o 

outro camundongo apresentou tipo III.  

 Uma nova extração de DNA foi realizada das amostras dos outros 

camundongos desses dois grupos. Na análise de restrição diminuiu-se a quantidade 

de DNA para 5 µL e os padrões apresentados pelas amostras de camundongos do 

grupo 6 apresentaram genótipo tipo III, mostrando, portanto que era resultante de 

digestão parcial. Porém, do grupo 7, o camundongo nº 914 continuou apresentando 

o tipo III, sem apresentar padrão de digestão parcial; este foi o único sobrevivente do 

grupo e naqueles que apresentaram óbito, encontrou-se o genótipo 1 (Figura 3). 

 Os padrões observados na PCR-RFLP para a diferenciação dos genótipos 

tipo I e tipo III a partir dos isolados de camundongos podem ser visualizados na 

figura 2. 
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Figura 2 –  PCR-RFLP do locus SAG2, em gel de agarose a 2. (A) Análise de 
restrição de produtos amplificados do fragmento 5´com a endonuclease 
MBOI, que distingue amostras do tipo III de amostras dos tipos I e II. (B) 
Análise de restrição de produtos amplificados do fragmento 3´ com a 
endonuclease HhaI, que distingue amostras do tipo II de amostras dos 
tipos I e III. Nas linhas estão os números dos camundongos e os 
números das capivaras (CAP) correspondentes aos isolados. 
C=cérebro; P=pulmão; Linha I= controle do tipo I (amostra RH); linha II= 
controle do tipo II (isolado de veado); linha III= controle do tipo III 
(isolado de gambá). M= marcador de peso molecular (100pb, 
Fermentas) 
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Figura 3 –  PCR-RFLP do locus SAG2, em gel de agarose a 2%, para a 
genotipagem de isolados de Toxoplasma gondii de capivaras 
naturalmente infectadas. (A) Análise de restrição de produtos 
amplificados do fragmento 5´com a endonuclease MBOI, que distingue 
amostras do tipo III de amostras dos tipos I e II. (B) Análise de restrição 
de produtos amplificados do fragmento 3´com a endonuclease HhaI, que 
distingue amostras do tipo II de amostras dos tipos I e III. Nas linhas 
estão os números dos camundongos e os números das capivaras 
correspondentes aos isolados. C=cérebro; P=pulmão; Linha I= controle 
do tipo I (amostra RH); linha II= controle do tipo II (isolado de veado); 
linha III= controle do tipo III (isolado de gambá). CO= controle negativo 
(sem DNA). M= marcador de peso molecular (100pb, Fermentas). A 
amostra 914C (capivara 7) exibe padrão tipo III e as restantes (913P, 
916P e 917P) mostram padrão tipo I  

 

 

5.3.2 PCR-RFLP – Amostras primárias (Capivaras) 

 

 

 Foi realizada a nested PCR de duas alíquotas (A e B) de cada uma das 35 

capivaras das quais isolamentos foram obtidos, utilizando-se homogeneizados de 

tecidos. Dessas amostras, foram amplificados os fragmentos correspondentes às 

regiões 5´e 3´ do locus SAG2 de 22 amostras (62,8%), sendo depois submetidos à 
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análise de restrição. Os resultados de 21 amostras primárias foram similares aos 

obtidos na genotipagem dos isolados obtidos no bioensaio. 

 Fragmentos da região 5´ foram amplificados em 27 amostras (75%), e 

dentre estas, porém não foram amplificados os fragmentos da região 3´ em cinco 

amostras, mesmo depois de se tentar realizar a nPCR de outras três alíquotas das 

amostras primárias. 

 Os resultados da detecção de DNA de T. gondii nas regiões 5´e 3´do gene 

SAG2 das amostras primárias das capivaras, através da nPCR, conforme o 

município de prodecência, estão relacionados na tabela 8. 

Tabela 8 - Amostras primárias analisadas e positivas, através da amplificação pela 
nPCR de fragmentos correspondentes às regiões 5´e 3´do locus SAG2 
de Toxoplasma gondii, segundo o município de procedência - São Paulo 
– 2006 

 

Nº de amostras Nº de amostras 
Município 

analisadas Positivas 
% 

Andradina 7 5 71,4 

Cordeirópolis 9 4 44,4 

Cosmorama 6 3 50,0 

Ribeirão Preto 2 2 100,0 
São Paulo 6 4 66,7 
Valparaiso 5 4 80,0 

Total 35 22 62,8 

 

 Quando se realizou a restrição das amostras primárias da capivara 7, 

estas mostraram padrões de genótipos mistos ou digestão parcial (Figura 4). Estas 

amostras foram então submetidas à análise por seqüenciamento.  

 Quanto à capivara nº 38, as amostras dos dois camundongos infectados  

foram analisadas e mostraram padrão tipo I, mas quando foram realizadas análise 

de restrição de duas alíquotas (A e B) das amostras primárias, estas apresentaram 

padrões do tipo misto ou digestão parcial (Figura 4). Foi então realizada a extração 

das outras três alíquotas (C, D e E) das amostras primárias e de outros três 

camundongos infectados do mesmo grupo. Os cinco camundongos infectados (568, 
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569, 570, 571 e 572) apresentaram padrão de genótipo I, mas todas as amostras 

primárias apresentaram padrões do tipo misto ou de digestão parcial (Figura 5). As 

amostras primárias foram analisadas através de seqüenciamento. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - nPCR-RFLP do locus SAG2, em gel de agarose a 2%, para a genotipagem de 
Toxoplasma gondii diretamente a partir de amostras primárias de capivaras 
infectadas naturalmente. (A) Análise de restrição de produtos amplificados do 
fragmento 5´com a endonuclease MBOI, que distingue amostras do tipo III de 
amostras dos tipos I e II. (B) Análise de restrição de produtos amplificados do 
fragmento 3´com a endonuclease HhaI, que distingue amostras do tipo II de 
amostras dos tipos I e III. Nas linhas estão os números das capivaras. CO= 
controle negativo (sem DNA). Linha I= controle do tipo I (amostra RH); linha II= 
controle do tipo II (isolado de veado); linha III= controle do tipo III (isolado de 
gambá). M= marcador de peso molecular (100pb, Fermentas). As amostras 
das capivaras 7 e 38 mostram padrões de infecção mista ou digetão parcial 
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Figura 5 - PCR-RFLP do locus SAG2, em gel de agarose a 2%, para a 
genotipagem de Toxoplasma gondii das amostras de camundongos e 
nPCR-RFLP diretamente de amostras primárias da capivara 38. (A) 
Análise de restrição de produtos amplificados do fragmento 5´com a 
endonuclease MBOI, que distingue amostras do tipo III de amostras 
dos tipos I e II. (B) Análise de restrição de produtos amplificados do 
fragmento 3´com a endonuclease HhaI, que distingue amostras do tipo 
II de amostras dos tipos I e III. Nas linhas estão os números dos 
camundongos e as alíquotas dos tecidos (A-E) da capivara 38. P= 
Pulmão. CO= controle negativo (sem DNA). Linha I= controle do tipo I 
(amostra RH); linha II= controle do tipo II (isolado de veado); linha III= 
controle do tipo III (isolado de gambá). M= marcador de peso 
molecular (100pb, Fermentas). As amostras da capivara 38 mostram 
padrões de infecção mista ou digetão parcial 

 

 

5.3.3 Análise por seqüenciamento 

 

 

 A análise por seqüenciamento foi realizada utilizando-se os produtos da 

nPCR do fragmento 5´do locus SAG2. 
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 Das cinco alíquotas do pool de tecidos da capivara nº 7 (A-E), separadas 

antes da digestão enzimática, somente de duas alíquotas os fragmentos de DNA 

foram amplificados pela PCR nas regiões 5´e 3´ do locus SAG2 e na análise de 

restrição mostraram padrões misto ou de digestão parcial. Estas amostras foram 

então submetidas à reação de seqüenciamento e foi comprovado que a capivara 

estava infectada com o tipo misto. 

 Em relação às amostras primárias da capivara 38, de todas as cinco 

alíquotas foram detectados T. gondii pela nPCR e todas apresentaram padrões de 

digestão do tipo misto ou digestão parcial. Foram também realizadas análises de 

seqüenciamento dos produtos da PCR (Figura 6). 

 Das cinco alíquotas de tecidos da capivara 38, a aliquota “A” apresentou 

genótipo misto, as alíquotas “B”, “D” e “E” apresentaram genótipo I e a alíquota “C” 

apresentou genótipo III. Portanto pela análise de seqüenciamento confirmou-se que 

o padrão observado não era devido à digetão parcial, mas ao genótipo misto (tipo I e 

tipo III). 
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Figura 6 - Análise de seqüências de DNA de produtos da nPCR do 
fragemento 5´do locus SAG2, para a genotipagem de 
Toxoplasma gondii de amostras primárias da capivara 38. A 
seta indica a localização do sítio polimórfico. (A) alíquota A: o 
programa reconheceu a base Timidina no sítio de 
polimorfismo, mas apresenta também um pico com a base 
Citosina. (B), (D) e (E) alíquotas B, D e E: genótipo I, sem sítio 
de restrição para a enzima MBOI (GATT). (C) alíquota C: 
genótipo tipo III, com sítio de restrição para a enzima MBOI 
(GATC) 
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5.3.4 Genótipos de T. gondii em capivaras do Estado de São Paulo 

 

 

 Foram identificados pela análise de restrição, genótipos tipo I e tipo III, 

sendo 20 isolados identificados como tipo I (55,5%) e 14 como tipo III (38,9%) e dois 

isolados apresentaram genótipos mistos, tipos I e tipo III (5,6%). Não foi identificado 

nenhum isolado com genótipo II. 

 A proporção dos genótipos encontrados entre os isolados está ilustrada no 

gráfico 4.  
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Gráfico 4 -  Distribuição dos genótipos, determinados pela PCR-
RFLP do locus SAG2, das amostras de Toxoplasma 
gondii de capivaras infectadas naturalmente. São 
Paulo, 2006 

 

 Apresentaram somente genótipos tipo I, amostras procedentes de apenas 

um município (Ribeirão Preto), sendo que três municípios apresentaram tanto o tipo I 

como tipo III (Andradina, Cordeirópolis, Cosmorama) e amostras provenientes de 

São Paulo e Valparaiso apresentaram genótipos I, III e misto (tipo I e tipo III).  

 A localização dos municípios de origem dos isolados e a distribuição dos 

respectivos genótipos estão ilustrados na figura 7. 
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Figura 7 – Mapa do Estado de São Paulo indicando a localização de seis municípios e 
o número correspondente de isolados de Toxoplasma gondii de capivaras 
naturalmente infectadas, segundo o genótipo no SAG2. Laboratório de 
Epidemiologia e Bioestatística – VPS – FMVZ – USP 

 

 Os títulos de anticorpos anti-T. gondii das capivaras não apresentaram 

diferença estatísticamente significativa, quando comparados entre os isolados 

tipificados como I e III (p=0,56). 

 Das capivaras infectadas com genótipo I de T. gondii 50% apresentaram 

títulos entre 25 e 400 (mediana=200), os animais que tiveram genótipos com tipo III, 

50% tiveram títulos entre 25 e 200 (mediana=100) e as de genótipo misto, entre 25 e 

100 (mediana=50) (Gráfico 5). 
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Gráfico 5 - Distribuição dos títulos de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii de capivaras, segundo 
o genótipos encontrados (I, III e I+III) - São 
Paulo - 2006 

 

 Dentre as capivaras provenientes de criadouro (n=23), foram obtidos 

isolamentos de 20, sendo oito (40%) do genótipo I, 11 (55%) do genótipo III e em 

uma (5%), dos genótipos I e III concomitantemente. Dentre as capivaras de vida livre 

(17), obteve-se isolamento de 16, sendo 12 (75%) do genótipo I, três (18,7%) do 

genótipo III e em uma (6,3%), dos genótipos I e III.  

 Nos animais de vida livre, a proporção de isolados do tipo I foi 

significativamente maior (p=0,049) que nos animais de criadouros. De forma 

análoga, comparando-se as proporções de isolados do genótipo III, segundo o tipo 

de criação, observou-se que nos animais provenientes de criadouro, esta proporção 

é significantemente maior (p = 0,041).   

 A distribuição dos genótipos, segundo os municípios de origem dos 

isolados e a sobrevida dos camundongos encontra-se na tabela 9. 
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Tabela 9 – Genótipos de Toxoplasma gondii de isolados de capivaras naturalmente 
infectadas, determinados pela PCR-RFLP do locus SAG2, segundo o 
município de procedência no Estado de São Paulo e a mortalidade em 
camundongos - São Paulo - 2006 

 

    Bioensaio em camundongos§ Genótipo 
 Nº da  % de Sobrevida Média Isolado Amostra  
Município capivara  óbitos  (dias P.I.) (dias)   primária 
       

 44 100  14-19 17,3 III III 
 45 0 sobreviveram 0 III ND 
Andradina* 46 100  9-19 14,8 I I 
 47 0 sobreviveram 0 III III 
 49 0 sobreviveram 0 III III 
 51 0 sobreviveram 0 III III 
 53 0 sobreviveu 0 III ND 
            

 11 100  17-25 20,8 I I 
 12 100  14-16 14,4 I I 
 13 100  21-27 23,8 III ND 
Cordeirópolis** 14 33 26 26,0 I ND 
 15 100  15-21 17,3 I I 
 16 33 22 22,0 I ND 
 17 100  12-14 13,0 I I 
 18 60  21-30 25,3 I ND 
 19 75  15-20 16,7 I ND 
            

 57 0 sobreviveu 0,0 III ND 
 58 0 sobreviveram 0,0 III III 
Cosmorama* 62 40 21-22 21,5 I ND 
 65 0 sobreviveram 0,0 III ND 
 67 60 18-31 22,3 I I 
  68 100  10-20 16,4 I I 
       

Ribeirão  20§§ 90  11-14 11,7 I I 
Preto* 32§§ 88  13-26 19,0 I I 
             

 1 100  14-16 14,8 I ND 
 5 100  14-16 15,4 I I 
São Paulo** 6 100  13-21 15,4  III  III 
 7 75  11-12 11,7 I+III I+III 
 33§§ 100 27 27,0 I ND 
 42 100  18-18 14,2 I I 
  43 100  16-22 20,0 III ND 
       

 36 100  12-20 16,0 I ND 
Valparaíso* 37 75  20-26 22,7 III III 
 38 100  14-19 15,6 I I+III 
 39 100  16-18 16,8 I I 
  40 20 18 18,0 III III 

*Criadouro 
*Vida livre 
§ cinco camundongos inoculados por grupo 

§§ Dez camundongos inoculados por grupo 
P.I.=Pós-inoculação 
ND: não detectado pela PCR 
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 Do total dos camundongos infectados, 65,4% (102/156) infectaram-se por 

isolados do tipo I, 31,4% (49/156) do tipo III e 2,6% (4/156) apresentaram tipo I e tipo 

III. 

 Dos camundongos infectados com genótipo I, 86,3% (88/102) morreram 

entre os dias oito e 31 e 44,9% (22/49) dos infectados com genótipo III tiveram 

óbitos entre os dias 13 e 27. A freqüência de óbitos em camundongos com genótipo 

I (86%) foi maior do que o tipo III (44,9%) (p<0,001). 

 Dos camundongos que foram a óbito e isolou-se tipo I, foram observados 

cistos nos cérebros já no 11º dia P.I. e daqueles com genótipo III, cistos foram 

encontrados nos camundongos mortos a partir do 14º dia P.I. 

 A distribuição dos genótipos entre os camundongos infectados que 

sobreviveram e os que vieram a óbito durante o período experimental podem ser 

visualizados no gráfico 6. 
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Gráfico 6 - Distribuição dos genótipos de Toxoplasma gondii de 
isolados de capivaras naturalmente infectadas do Estado 
de São Paulo, segundo a condição de sobrevivência dos 
camundongos infectados durante o período experimental 
- São Paulo - 2006 

 

 Todos os grupos de genótipos tipo I apresentaram um ou mais 

camundongos que foram a óbito por toxoplasmose, isto é, nenhum grupo com esse 

genótipo apresentou 100% de camundongos sobreviventes.  Por outro lado, 67% 
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dos isolados tipo III tiveram 100% dos camundongos sobreviventes. Houve diferença 

do número de grupos com óbitos de camundongos no genótipo I (100%) em relação 

ao genótipo III (43%) (p<0,001). 

 A média de sobrevida e o intervalo de confiança (95%) dos camundongos 

dos grupos dos quais isolou-se tipo I foi de 23 dias (IC 95% = 20 a 45 dias). Para os 

grupos com isolado tipo III foi de 42 dias (IC 95% = 36 a 48 dias) e para os grupos 

mistos I e III, foi de 24 dias (IC 95% = 3 a 44 dias). O tempo de sobrevida dos 

camundongos dos grupos que apresentaram isolados tipo III foi maior que o dos 

camundongos dos grupos nos quais se isolou o tipo I (p<0,001). 

 No gráfico 7 estão representadas as proporções de camundongos 

sobreviventes infectados com os genótipos tipo I e tipo III. 

 

Gráfico 7 - Proporção de camundongos sobreviventes 
infectados com os genótipos I e III de 
Toxoplasma gondii, a partir do dia da 
inoculação até o término do experimento (60 
dias) - São Paulo - 2006 
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 No Apêndice A estão ilustrados todos os dados sobre as capivaras e os 

resultados obtidos na sorologia, isolamento e genotipagem.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 A ocorrência de anticorpos anti-T. gondii apresentou-se alta (75%) entre 

as capivaras. Cañón-Franco et al. (2003), também com capivaras do mesmo estado, 

encontraram freqüência de 69,8%, semelhante aos valores ora observados. No 

estudo desenvolvido por Cañón-Franco et al. (2003) as cidades de origem dos 

animais (Campinas, Monte Alegre do Sul, Paulínia, Pirassununga, São João da Boa 

Vista e São Paulo) estão localizadas mais próximas umas das outras (de 23 a 219 

km), enquanto no presente estudo os municípios de origem das capivaras 

(Andradina, Cordeirópolis, Cosmorama, Ribeirão Preto, Valparaíso e São Paulo) 

estão distantes um do outro de 80 a 737 km, abrangendo boa parte do estado. O 

fato de capivaras soropositivas estarem sendo encontradas em grande parte dos 

municípios amostrados em ambos estudos indica ampla distribuição do agente no 

Estado de São Paulo. 

 Em relação a faixa etária não foi observada diferença estatística entre 

adultos e jovens, diferentemente do que geralmente ocorre em outras espécies de 

animais silvestres, domésticos e mesmo no homem, cuja prevalência aumenta com 

a idade (DUBEY; BEATTIE, 1988; OKSANEN et al., 1997). Este resultado pode 

indicar que a infecção nesses animais deva ocorrer quando esses são ainda 

bastante jovens ou que esteja ocorrendo transmissão transplacentária. 

 Não foi observada diferença estatística na ocorrência de anticorpos anti-T. 

gondii entre machos e fêmeas, observação comum em outros estudos com animais 

domésticos (DUBEY; BEATTIE, 1988; PENA et al., 2006). 

 Os criadouros de capivaras, para obterem o licenciamento pelo IBAMA, 

devem manter condições semelhantes às existentes nos habitats naturais. Entre os 

animais de vida livre e criadouros, a ocorrência de anticorpos anti-T. gondii, bem 

como o número de isolados obtidos foi similar entre os diferentes ambientes, 

indicando que o sistema utilizado para a criação é favorável à manutenção do T. 

gondii nessas populações.  

 A alta freqüência de anticorpos anti-T. gondii e a ocorrência homogênea 

entre todos os aspectos analisados (faixa etária, sexo, tipo de criação), pode estar 
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associada ao modo de vida das capivaras. Estas vivem em grupos e estão sujeitas 

às mesmas fontes de infecção. Estão sempre próximas de coleções hídricas, capões 

de matas em áreas baixas e forrageiras, condições estas propícias para a 

sobrevivência de oocistos de T. gondii. Segundo Dubey e Beattie (1988), os oocistos 

podem sobreviver por longos períodos na água.  

 Com o crescimento das cidades, o ser humano tem invadido áreas de 

matas para a construção de moradias e, assim, além de conviver mais próximo dos 

animais silvestres, como a capivara, levam consigo os animais domésticos, como o 

gato, colaborando para que o ciclo de transmissão do T. gondii se feche. 

 Em levantamento sorológico realizado em roedores da Guiana Francesa, 

foi encontrada alta prevalência (60%) nas pacas que, à semelhança das capivaras, 

no Estado de São Paulo, também vivem em solos úmidos e terrenos de baixa 

elevação. Em contraste, no outro roedor estudado, a cutia, a prevalência foi baixa 

(4%), porém este animal tem preferência por habitats mais secos e elevados 

(THOISY et al., 2003). 

 Outro fator que pode explicar a alta ocorrência de anticorpos seria a 

probabilidade de haver transmissão transplacentária nas capivaras, com os filhotes 

já infectados ao nascer. Esta via de transmissão já foi comprovada 

experimentalmente em outras espécies de roedores, como o camundongo e o rato. 

Fêmeas prenhes de camundongos, quando infectadas, a ocorrência de transmissão 

de T. gondii aos fetos foi verificada por Beverley (1959) em até nove gerações, 

mesmo sem reinfecção. Também foi demonstrada alta freqüência de transmissão 

vertical em camundongos, tanto doméstico como silvestre, experimentalmente 

infectados (OWEN; TREES, 1998). 

 Em estudos com infecção experimental em ratos, a transmissão vertical de 

T. gondii ocorreu quando a fêmea se infectou durante a prenhez, mas não nas 

gerações subseqüentes (DUBEY et al., 1997). Marshall et al. (2004) estudaram a 

freqüência de transmissão vertical de T. gondii na população de camundongos 

silvestres infectados naturalmente no Reino Unido, e verificaram que 75% das 

fêmeas prenhes eram positivas, sendo detectado, através de PCR, o agente em pelo 

menos um dos fetos, indicando transmissão transplacentária. 
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 No presente estudo alta porcentagem (90%) de isolados foi obtida, 

independente dos títulos de anticorpos. Não é comum que valores tão altos de 

isolamentos sejam obtidos. Utilizando técnica semelhante, índices de 25%, 66,2% e 

41,7% foram obtidos, respectivamente de suínos (SANTOS et al., 2005), gatos 

(PENA et al., 2006) e cães (DUBEY et al., 2007b) do Estado de São Paulo (no 

prelo)1. A alta taxa de recuperação de T. gondii pode indicar uma grande 

concentração de cistos e boa distribuição destes nos tecidos da capivara. 

 Dubey, Morales e Lehmann (2004) obtiveram isolamento de T. gondii de 

coração de 70% dos ursos pretos (Ursus americanus) dos EUA soropositivos, porém 

os autores utilizaram o gato para a realização do bioensaio, sendo, portanto, a 

quantidade de tecido oferecida, muito maior do que a utilizada em bioensaio com 

camundongos.  

 Apesar de não terem sido inoculados tecidos de cada um dos órgãos 

separadamente a grupos de camundongos, pode-se afirmar que os órgãos eleitos 

no presente estudo (cérebro, coração e língua) encontravam-se, provavelmente, 

com alta concentração de cistos, tendo em vista o grande número de isolamentos 

obtidos e podem ser recomendados em futuros estudos com capivaras. 

 Dentre os 36 isolados obtidos, 17 grupos apresentaram um ou mais 

camundongos não infectados, e dentre estes, três grupos apresentaram somente um 

camundongo infectado dos cinco inoculados, indicando que mesmo em amostras 

consideradas adequadas para o isolamento, o número de camundongos e tecidos 

utilizados é fundamental para a recuperação do T. gondii. 

 Com o objetivo de analisar os genótipos dos isolados de capivaras 

utlilizou-se o método de PCR-RFLP baseado nos estudos de genotipagem multilocus 

anteriormente desenvolvidos. Nesses estudos foi observado que a população de T. 

gondii era altamente clonal (HOWE; SIBLEY, 1995) e que o sistema de tipagem 

baseado em PCR-RFLP no locus SAG2 podia ser recomendado, devido à 

capacidade de distinção das três linhagens arquétipos (tipos I, II e III). Neste estudo, 

dos 36 isolados genotipados, 20 amostras foram identificadas como tipo I (55,5%), 

                                                           
1
  DUBEY, J. P.; GENNARI, S. M; SUNDAR, N.; VIANNA, M. C. B.; BANDINI, L. M.; YAI, L. E. O.; 

KWOK, O. C. H.; SU, C. Diverse and atypical genotypes identified in Toxoplasma gondii from dogs 
in São Paulo, Brazil. Journal of Parasitology, v. 93, n. 1, 2007b (no prelo). 
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14 amostras como tipo III (38,9%) e duas (5,6%) como mistas (tipo I e III). Não foi 

encontrado tipo II entre os isolados.  

 Nas capivaras de vida livre, a proporção de isolados tipo I foi 

significativamente maior (p=0,049) que nos animais de criadouros. De forma 

análoga, comparando-se as proporções de isolados do genótipo III, segundo o tipo 

de criação, observou-se que nos animais provenientes de criadouro, esta proporção 

foi significativamente maior (p = 0,041). Uma vez que os isolados tipo I pelo SAG2 

vêm sendo considerados os mais patogênicos em humanos (HOWE; SIBLEY, 1995; 

FUENTES et al., 2001; VALLOCHI et al., 2005; DE MOURA et al., 2006) o tipo de 

criação desses animais pode estar favorecendo o maior contato com esse tipo de 

isolado. Os animais de vida livre do presente estudo foram procedentes de parques 

e áreas públicas, enquanto os de criadouros vivem afastados da população, mas 

próximos de outros animais domésticos e silvestres. 

 Além disso, foi observado que alguns isolados tipo III foram virulentos para 

camundongos, isto é, mataram todos os animais do grupo e também foram 

observados isolados tipo I com virulência intermediária, levando parte dos 

camundongos à óbito. 

 Recentemente, contudo, vários pesquisadores têm enfatizado sobre as 

limitações da genotipagem de amostras de T. gondii baseada em apenas um locus, 

uma vez que esta técnica impossibilita a identificação de genótipos atípicos ou 

recombinantes. A existência destas linhagens entre os isolados brasileiros já foi 

descrita em animais e humanos (FERREIRA et al., 2006; KHAN et al., 2006; SU; 

ZHANG; DUBEY, 2006; DUBEY et al., 2007a,b2) que também relataram que os 

genótipos encontrados não correspondiam aos fenótipos de virulência anteriormente 

estabelecidos por Howe e Sibley (1995).  

 Em estudos iniciados em 2002, com galinhas caipiras, naturalmente 

infectadas, procedentes de diferentes estados e regiões brasileiros, São Paulo, Rio 

de Janeiro, Paraná e Rondônia (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2003a,d; DUBEY 

et al., 2006b) e gatos de São Paulo (PENA et al., 2006) e Paraná (DUBEY et al., 

2004c), perfil semelhante ao encontrado nos isolados do presente estudo foi 

                                                           
2
  DUBEY, J. P.; GENNARI, S. M; SUNDAR, N.; VIANNA, M. C. B.; BANDINI, L. M.; YAI, L. E. O.; 

KWOK, O. C. H.; SU, C. Diverse and atypical genotypes identified in Toxoplasma gondii from dogs 
in São Paulo, Brazil. Journal of Parasitology, v. 93, n. 1, 2007b (no prelo). 
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observado, utilizando a mesma metodologia. Nesses estudos o fenótipo de virulência 

em camundongos e o não encontro do arquétipo II, mostram um comportamento 

diverso daquele anteriormente descrito com amostras do hemisfério norte. 

 Assim, recentemente, pesquisadores vêm utilizando um número maior de 

marcadores e com maior grau de distinção dos diferentes genótipos, inclusive 

capazes de detectar amostras mistas. Utilizando 11 marcadores, Dubey et al. 

(2007a) estudaram isolados de galinhas, oriundos dos extremos norte (Pará) e sul 

(Rio Grande do Sul) do Brasil. Observaram grande diversidade genética da 

população de T. gondii entre os isolados com 18 diferentes genótipos entre os 34 

obtidos dessas localidades, sendo 15 do Pará e 19 do Rio Grande do Sul. Também 

observaram que as populações eram distintas entre os diferentes estados, esta é 

uma informação muito importante, apontando para a grande diversidade genotípica 

das amostras de T. gondii no Brasil, apesar do número de isolados analisados ser 

relativamente pequeno. Somente quatro isolados do Rio Grande do Sul 

apresentaram o mesmo repertório de alelos para todos os marcadores utilizados 

(três tipo III e um tipo I) e todos os outros isolados, de ambas localidades, foram 

considerados atípicos. 

 Isolados obtidos de cães de São Paulo, utilizando os mesmos 11 

marcadores do estudo anterior (DUBEY et al., 2007b) revelaram a ocorrência de 

diferentes genótipos na maior parte das amostras, confirmando achados prévios de 

que a populção de T. gondii do Brasil é altamente diversa e vem se repetindo em 

diferentes regiões e espécies animais estudados (no prelo)3. Provavelmente a 

diversidade entre fenótipo e genótipo obtida no presente estudo, se analisada com 

maior número de marcadores genéticos também apresentará um padrão atípico, 

motivo pelo qual amostras tipo III pelo SAG2 têm levado os camundongos à óbito e 

camundongos nos quais o tipo I foi isolado, sobreviveram à infecção. Esta 

probabilidade é reforçada por se tratar de amostras de animais silvestres, uma vez 

que isolados de lontras dos EUA apresentaram alta porcentagem de genótipo 

atípico, denominado x, mesma região onde o encontro de amostras atípicas é 

relativamente raro em animais domésticos e em humanos (MILLER et al., 2004; 

CONRAD et al., 2005). 
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 É importante salientar que os estudos sobre virulência de amostras são 

mais adequadamente interpretados quando realizados utilizando o isolamento 

primário, minimizando as chances de alteração de virulência devido a subpassagens 

em camundongos ou cultivo celular. Neste estudo todas as amostras que tiveram o 

fenótipo avaliado eram amostras obtidas diretamente do ambiente natural.  

 Nas amostras das capivaras foram encontrados dois isolados com 

genótipo misto. Uma corresponde à amostra de uma capivara de vida livre de São 

Paulo e outra de criadouro de Valparaíso. Na amostra de São Paulo, dos quatro 

camundongos inoculados e infectados, três morreram e pela PCR-RFLP (SAG2) 

todos apresentaram genótipo I e do camundongo sobrevivente a amostra de cérebro 

analisada apresentou T. gondii tipo III. Também foi observado em isolado de galinha 

caipira do Rio de Janeiro com infecção mista o mesmo comportamento (DUBEY et 

al., 2003a). Tanto in vitro como in vivo, foi demonstrado que os parasitos 

pertencentes às amostras tipo I migram mais efetivamente nos tecidos (cultivo 

celular ou animal de laboratório) quando comparado com as amostras tipo II ou III 

(BARRAGAN; SIBLEY, 2002), indicando um aspecto de maior patogenicidade desse 

arquétipo e que infecções mistas podem originar diferentes padrões de infecção em 

um hospedeiro. 

 Dubey et al. (2005d) analisando amostras de galinhas caipiras de Grenada 

e Pena et al. (2006) amostras de gatos de São Paulo, encontraram também isolados 

tipo misto. Foram, porém, detectados através da ocorrência de digestão incompleta, 

após restrição com a enzima Sau3AI, do produto de PCR da região 5´do locus 

SAG2, das amostras de camundongos. Para determinar a presença de genótipo 

misto, os produtos da PCR foram diretamente seqüenciados. A seqüência dos 

cromatogramas mostraram a presença de picos de bases Citosina e Timina no sítio 

polimórfico, confirmando a presença de ambos alelos. Foi detectado no mesmo 

camundongo T. gondii viável de dois genótipos (I e III), originando, assim, infecção 

mista no camundongo, diferentemente do ocorrido no presente estudo. 

 Na capivara proveniente de Valparaíso, na qual isolados tipo I e III no 

SAG2 foram observados, todos os cinco camundongos infectados morreram e os 

isolados de pulmão apresentaram genótipo I e nenhuma amostra apresentou padrão 

de digestão parcial, entretanto a infecção mista foi detectada na análise da amostra 

primária da capivara. Quando as alíquotas apresentaram padrões de digestão 
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parcial, estas foram sequenciadas e confimou-se a presença de genótipo misto. A 

observação das seqüências de DNA nos cromatogramas permitiu que as amostras 

primárias da capivara fossem reconhecidas como mista, o que não seria possível se 

fossem analisadas somente as seqüências de nucleotídeos. Genótipos mistos 

também foram detectados diretamente de amostras clínicas de pacientes com 

toxoplasmose (FUENTES et al., 2001, ASPINALL et al., 2003). 

 A eficácia da identificação de infecções mistas por múltiplos genótipos 

depende de muitos fatores e os mais importantes seriam a taxa relativa de 

multiplicação de diferentes genótipos e o número de passagens da amostra 

(AJZENBERG et al., 2002b; 2004; BOOTHROYD; GRIGG, 2002; VILLENA et al., 

2004). O tipo I multiplicaria mais rápido, encobrindo os outros genótipos, como pode 

acontecer quando se realiza passagem progressiva das amostras em camundongos 

ou cultivo celular.  

 A densidade de T. gondii em tecidos de animais assintomáticos é baixa, 

tornando-se difícil detectar o parasita diretamente desses. Detecção de genótipos 

mistos diretamente de amostras clínicas de pacientes com toxoplasmose têm sido 

possível (FUENTES et al., 2001; ASPINALL et al., 2003; GALLEGO et al., 2006) e 

nesses estudos a análise por seqüenciamento com o objetivo de se verificar se o 

padrão observado na RFLP tratava-se de digestão incompleta ou infecção mista tem 

sido realizado. 

 No presente trabalho obteve-se ótima amplificação dos fragmentos de 

DNA, através de PCR simples, de todos os isolados de camundongos, porém, das 

amostras primárias foi necessária a realização de nestedPCR.  Foram analisadas 

amostras primárias correspondentes aos isolados obtidos de camundongos, das 

quais foram processadas duas alíquotas de tecidos de cada capivara. Das 35 

amostras de tecidos das capivaras, obteve-se a amplificação em ambas as regiões 

de 22 amostras. Em nove, obteve-se amplificação das regiões 5´e 3´de apenas uma 

alíquota, provavelmente pela distribuição não homogenea do parasita na amostra, 

refletindo o que ocorre no bioensaio, quando somente alguns camundongos se 

infectam ao receber inóculo do mesmo animal. Estes resultados enfatizam a 

importância da bioprova que, além de permitir a observação do fenótipo da amostra, 

foi mais eficiente na identificação de isolados de T. gondii. Pena et al. (2006) 

obtiveram porcentagem maior de detecção de DNA de T. gondii de amostras 
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primárias de gatos, o que poderia ser devido ao tamanho destes, bem menores do 

que as capivaras, favorecendo o encontro de cistos nos tecidos analisados. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusões



Conclusões 

 

115

7 CONCLUSÕES 

 

 

O cérebro, coração e língua mostraram ser bons tecidos para a recuperação de T. 

gondii quando se utiliza o bioensaio em camundongos para o isolamento do 

parasita. 

 

Através da PCR-RFLP no locus SAG2, concluiu-se que os genótipos I e III estão 

distribuidos na população de capivaras no Estado de São Paulo. 

 

A infecção mista ocorre na população de capivaras no Estado de São Paulo. 

 

Tanto os isolados com genótipos I como o III apresentaram óbitos dos 

camundongos, sendo a linhagem I mais patogênica. 

 

A análise direta dos tecidos da capivara pela nestedPCR auxiliou na identificação de 

infecções mistas. 

 

A análise de seqüenciamento de DNA deve ser realizada para a diferenciação dos 

casos de digestão parcial e infecção mista quando se utiliza a PCR-RFLP. 

 

A análise direta dos homogeneizados de tecidos de capivaras na nestedPCR 

permite uma boa detecção de T. gondii, além de ser uma prova rápida e dispensa o 

uso de camundongos. 
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APÊNDICE A – Relação das capivaras, com as respectivas procedências, sexo, idade e os resultados obtidos (Sorologia, 
Isolamento e genotipagem). São Paulo, 2006 

(Continua) 
Genótipo 

Município Nº da  
capivara 

Sexo Idade Título 
de Anticorpos 

Bioensaio em 
camundongos 

Isolamento 
de T. gondii Isolado 

Amostra  
primária 

         
 44 Fêmea Adulto 200 Sim Sim III III 
 45 Macho Adulto 50 Sim Sim III NA 
 46 Fêmea Adulto 800 Sim Sim I I 
 47 Macho Adulto 100 Sim Sim III III 
 48 Fêmea Adulto negativo NR NR NR NR 
Andradina 49 Fêmea Adulto 25 Sim Sim III III 
 50 Macho Adulto negativo NR NR NR NR 
 51 Fêmea Adulto 200 Sim Sim III III 
 52 Fêmea Adulto 25 Sim NI NR NR 
  53 Fêmea Adulto 50 Sim Sim III NA 
 11 Macho Adulto 200 Sim Sim I I 
 12 Macho Adulto 400 Sim Sim I I 
 13 Macho Adulto 100 Sim Sim III NA 
 14 Macho Adulto 200 Sim Sim I NA 
Cordeirópolis 15 Fêmea Adulto 400 Sim Sim I I 
 16 Macho Adulto 25 Sim Sim I NA 
 17 Fêmea Adulto 100 Sim Sim I I 
 18 Fêmea Adulto 200 Sim Sim I NA 
 19 Macho Adulto 400 Sim Sim I NA 
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(Continuação) 
Genótipo 

Município Nº da  
capivara 

Sexo Idade Título 
de Anticorpos 

Bioensaio em 
camundongos 

Isolamento 
de T. gondii Isolado 

Amostra  
primária 

         
  54 Fêmea Jovem 25 NR NR NR NR 
 55 Fêmea Adulto 800 Sim NI NR NR 
 56 Fêmea Jovem 50 NR NR NR NR 
 57 Fêmea Jovem 800 Sim Sim III NA 
 58 Fêmea Adulto 400 Sim Sim III III 
 59 Fêmea Jovem 100 NR NR NR NR 
Cosmorama 60 Fêmea Jovem 100 NR NR NR NR 
 61 Fêmea Jovem 100 NR NR NR NR 
 62 Macho Jovem 400 Sim Sim I NA 
 63 Fêmea Adulto 100 NR NR NR NR 
 64 Macho Jovem 100 NR NR NR NR 
 65 Fêmea Jovem 200 Sim Sim III NA 
 66 Macho Adulto 50 NR NR NR NR 
 67 Fêmea Jovem 200 Sim Sim I I 
  68 Fêmea Adulto 200 Sim Sim I I 
 20 Fêmea Adulto 25 Sim Sim I I 
 21 Macho Adulto negativo NR NR NR NR 
 22 Macho Jovem 25 Sim NI NR NR 
 23 Macho Jovem negativo NR NR NR NR 
 24 Fêmea Jovem negativo NR NR NR NR 
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(Continuação) 
Genótipo 

Município Nº da  
capivara 

Sexo Idade Título 
de Anticorpos 

Bioensaio em 
camundongos 

Isolamento 
de T. gondii Isolado 

Amostra  
primária 

         
 25 Fêmea Jovem negativo NR NR NR NR 
Ribeirão 
Preto 26 Fêmea Jovem negativo NR NR NR NR 
 27 Fêmea Adulto negativo NR NR NR NR 
 28 Fêmea Adulto negativo NR NR NR NR 
 29 Fêmea Adulto negativo NR NR NR NR 
 30 Macho Adulto negativo NR NR NR NR 
 31 Macho Jovem negativo NR NR NR NR 
  32 Macho Adulto 25 Sim Sim I I 
 1 Fêmea Jovem 100 Sim Sim I NA 
 2 Fêmea Jovem 100 NR NR NR NR 
 3 Fêmea Jovem negativo NR NR NR NR 
 4 Macho Adulto negativo NR NR NR NR 
 5 Macho Adulto 800 Sim Sim I I 
 6 Fêmea Jovem 200 Sim Sim  III  III 
São Paulo 7 Macho Jovem 100 Sim Sim I + III I + III 
 8 Macho Jovem 100 NR NR NR NR 
 9 Macho Jovem 200 NR NR NR NR 
 10 Macho Jovem 200 Sim NI NR NR 
 33 Macho Adulto 25 Sim Sim I NA 
 41 Macho Adulto negativo NR NR NR NR 
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(Conclusão) 
Genótipo 

Município Nº da  
capivara 

Sexo Idade Título 
de Anticorpos 

Bioensaio em 
camundongos 

Isolamento 
de T. gondii Isolado 

Amostra  
primária 

         
 42 Macho Adulto 25 Sim Sim I I 
 43 Macho Adulto 50 Sim Sim III NA 
  34 Fêmea Adulto negativo NR NR NR NR 
 35 Fêmea Adulto negativo NR NR NR NR 
 36 Fêmea Adulto 100 Sim Sim I NA 
Valparaíso 37 Fêmea Adulto 50 Sim Sim III III 
 38 Macho Adulto 25 Sim Sim I I + III 
 39 Fêmea Adulto 25 Sim Sim I I 
  40 Macho Adulto 50 Sim Sim III III 
         
NR - Não realizado        
NI - Não houve isolamento         
NA - Não houve amplificação de DNA de T. gondii      

 




