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RESUMO

A toxoplasmose € uma ZOONOSe causada pelo Toxoplasma gondii, um
protozoario intracelular obrigatorio que acomete Varios animais inclusive o
homem. 7. gondii tem emergido como um dos patogenos mais oportunistas em
pacientes imunocomprometidos e, portanto, a detecgio precoce da infecgdo é de
suma importincia para que s¢ de o inicio do tratamento. Para o diagnéstico da
infeccdo utilizou-se neste trabalho o método PCR, no qual foram utilizados os
primers T1 e T2. Duas formas evolutivas do parasita foram analisadas:
taquizoitas provenientes da cepa RH - de maior viruléncia € bradizoitas
provenientes da cepa P - de maior tendéncia ao encistamento. Para tal, utilizou-
se o método LIS-SSCP na analise do segmento TGRIE. Pela analise dos
fragmentos amplificados verificou-se auséncia de polimorfismo entre as duas
cepas de T oxoplasma gondii indicando portanto, que o grau de viruléncia e

encistamento nao € codificado no segmento TGR1E.

Palavras-chave: Toxoplasma gondit; PCR; LIS-SSCP



1-INTRODUCAO

1.1-HISTORICO

Toxoplasma gondii foi descoberto em 1908 por Charles Nicolle ¢ Louis
Manceaux na espécie Ctenodactylus gondii (Pallas 1778)-um roedor do norte da
Africa, quando ambos estudavam no Instituto Pasteur de Tinis a epidemiologia
da leishmaniose (MOULIN, 1993). Toxoplasma gondii € um protozoario
intracelular obrigatorio, semelhante aos coccidios € aos plasmddios REY (1991),
que infecta uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo os seres
humanos ( WERK, 1985; Mc LEOD et al., 1991; JOINER and DUBREMETZ,
1993; SIBLEY, 1993; SMITH, 1995, GRIMWOOD ef al., 1996).



1.2-TAXONOMIA E HABITAT

Sua classificagdo entre os seres vivos, segundo Levine (1980),

Reino Protista
SubReino Protozoa
Filo Apicomplexa
Classe Sporozoea
SubClasse Coccidia
Ordem Eucoccidia
SubOrdem Eimeriina
Familia Sarcocystidae
Género Toxoplasma
Espécie Toxoplasma gondii
(NEVES et al., 1995).
O género Toxoplasma caracteriza-se por apresentar no seu ciclo vital uma
fase extraintestinal, com reprodugdo assexuada em mamiferos e aves; € outra
enteroepitelial, com reprodugdio sexuada nos géneros Felis e Lyns (DUBLEY

+ud FRENKEL, 1972; BONHOMME et al., 1992; PESSOA, 1992; NETO et al.,
1995).

1.3-CICLO BIOLOGICO DO PARASITA

Dentro de seu complexo vital, Tt oxoplasma gondii apresenta trés formas
principais de desenvolvimento: taquizoitas, bradizoitas e oocistos/esporozoitas,
que possuem diferentes graus de resisténcia ao meio, e por isso cada estagio tem
sua importancia relativa na transmissdo da doenga (LARSSON, 1989; WONG
and REMINGTON, 1993).



Os taquizoitas sdo as formas de multiplicagio rapida, proprias da infeccao
toxoplasmica aguda (KASPER and GATEL-BUZONI, 1998). A multiplicagdo
se d4 por um processo de brotamento interno de dois organismos, chamado
endodiogenia, dentro de vactiolos intracitoplasmaticos (FRENKEL, 1995).
Apresentam-se COmo formas livres ou agrupadas no interior dos tecidos sendo
pouco resistentes ao meio ambiente e ndo resistem aos Processos digestivos
(RAMiREZ et al., 1995). Tém importancia epidemiolégica, pois sdo as formas
transmitidas via transplacentaria, estabelecendo desta forma a toxoplasmose
congénita (LARSSON, 1989).

Os bradizoitas sdo organismos de multiplicagdo lenta nos cistos teciduais
e se desenvolvem durante a infecgdo cronica, principalmente no cérebro, retina
VINHAL et al. (1994), BENCHIMOL and MOREIRA (1995), musculo
esquelético e cardiaco. O vacuolo citoplasmatico que envolve os bradizoitas
transforma-se na céapsula do cisto, oferecendo resisténcia ao parasita a agdo dos
mecanismos imunologicos do hospedeiro e & agdo da pepsina (Mc LEOD et al.,
1991). Os cistos podem persistir por toda a vida do hospedeiro, constituindo
uma forma de laténcia do parasita (AMBROISE—THOMAS and PELLOUX,
1993). Os bradizoitas infectam os animais, incluindo o homem, pela
manipulagdio ou ingestao de carne crua ou mal passada (LARSSON, 1989;
FRENKEL, 1995; RAMIREZ et al., 1995).

Os esporozoitas desenvolvem-se nos esporocistos, 1o interior dos
oocistos: 0s oocistos imaturos sao as formas eliminadas juntamente com as fezes
dos hospedeiros definitivos (RAMiREZ et al.,1995). Eles contém no seu
interior, apos a esporulagdo no ambiente externo, quatro esporozoitas contidos
em dois esporocistos. 530 extremamente resistentes, principalmente em regides
de clima quente e imido, podendo permanecer viaveis por até 18 semanas apos
a eliminacdo. Este estagio pode infectar outros animais e o homem através do

contato direto com as fezes do felino, por manipulagdo € ingestdo, ou indireto,



por vetores mecanicos e alimentos contaminados (LARSSON,1989; RAMIREZ
et al., 1995).

1.4-MORFOLOGIA DO PARASITA

Qs protozoarios medem de 4 a 8 pm de comprimento por 2 2 4 um de
largura; apresentam nticleo no centro do corpo ou proximo a extremidade
posterior, uma membrana externa simples € uma membrana interna dupla que €
fenestrada e incompleta (REY, 1991).

Os cistos que se formam na fase cronica da infecgao medem entre 20 a
200 pm, podendo ser alongados ou achatados dependendo do tecido onde se
encontram (REY, 1991).

Sendo assim, o conhecimento morfologico e fisiologico de Toxoplasma
gondii nos diferentes estagios de infeccdio é de suma importancia ndo apenas no
estudo da toxoplasmose, mas também na avaliagdo dos aspectos imunes do

hospedeiro.
1.5-PERFIL DA TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose € uma ZOOnose causada pelo Toxoplasma gondii que
pode acometer OS animais por via congénita ou adquirida. Na infecgdo
congénita, Toxoplasma atravessa a placenta ¢ invade os tecidos do feto em
desenvolvimento. ~ As conseqiiéncias da infeccdo dependem do tempo de
gestagdo, sendo mais grave aquela adquirida durante 0S primeiros estagios de
gravidez (ROTHOVA, 1993).

A infeccdo adquirida pode ocorrer em todas as fases do desenvolvimento

do animal (hospedeiro); geralmente a infecgdo € assintomatica sendo a



toxoplasmose aguda e infecgdo em individuos imunocomprometidos as mais
sérias formas da doenga (HALL,1992).

Na fase cronica, os parasitas permanecem encistados e viaveis durante
toda a vida do hospedeiro sem afetar a satde dos imunocompetentes. Em caso
de imunodepressdo, 0s cistos podem se reativar e induzir sérios problemas €
também podem induzir reativagio de infec¢do latente com liberagdo de
taquizoitas dos cistos, causando uma infec¢ao disseminada (HALL, 1992).

Ha estimativas de que 15% a 85% da populagdo humana esteja infectada
pelo Toxoplasma gondii e este organismo tem emergido como sendo o patogeno
mais oportunista em pacientes imunocomprometidos, seja por cancer
ISRAELSKI and REMINGTON (1993), RAMZI and KENNETH (1996),
transplantes LUFT and REMINGTON (1988), ou AIDS (LUFT and
REMINGTON, 1992; DALSTON et al,. 1994; NEW and HOLLIMAN, 1994;
HINRICHSEN et al., 1996; KASPER and GATEL-BUZONI, 1998).

Desta forma, Toxoplasma gondii tem sido muito investigado em todo 0
mundo, por Varios pesquisadores, pois a incidéncia da reativagdo da infecgdo em
pacientes aidéticos esta entre 5% a 33% (KASPER and BOOTHROYD, 1993).

Sendo assim, o diagnostico da toxoplasmose deve ser 0 mais precoce € 0
mais confiavel possivel, para que 0 tratamento da doenga tenha maiores chances

de obter resultados satisfatorios.

1.6-DIAGNOSTICOS DA TOXOPLASMOSE

Varios testes foram desenvolvidos, e normalmente 0 diagnostico de rotina
baseia-se na detecgdo de anticorpos especificos para o parasita (FLECK, 1989).
Dentre estes métodos, o teste do corante de Sabin-Feldman ou “Dye Test” tem
sido muito empregado nos Gltimos 40 anos no diagnéstico da toxoplasmose €

ainda é utilizado como teste de referéncia pela OMS (Organizagao Mundial de



Saade). Apesar de possuir alta especificidade e sensibilidade contudo, este teste
ndo ¢ usado em rotina laboratorial por necessitar da manipulagdo de organismos
vivos e de sua manutengdo para que 0s mesmos estejam viaveis (FLECK, 1989).

Portanto, o método sorologico mais utilizado atualmente € © ELISA
("enzyme-linked immunosorbent assays") que tem a vantagem de poder ser
empregado em varias modalidades, permitindo analises ndo apenas qualitativas
mas também quantitativas (VERHOFSTED and RENTERGHEM, 1989;
CAMARGO et al., 1991; TAKAHASHI and ROSSIL 1994). Uma das
modifica¢des do ELISA clssico (tradicional) € 0 Dot-ELISA, no qual as placas
de poliestireno sao trocadas por papéis de nitrocelulose, permitindo assim, um
teste semi-quantitativo na determinagdo do titulo da amostra a ser analisada
(ELSAID et al., 1995).

Técnicas de Imunoblot utilizando anticorpos IgA (imunoglobulina A) e
IgM (imunoglobulina M) também tém sido consideradas uteis como teste
sorologico adicional para 0 diagnostico de rotina, principalmente nos portadores
da AIDS (GROSS et al., 1992). Estudos atraves de cortes hitologicos e culturas
do parasita séo de dificil execucdo e consomem muito tempo na determinagao
do diagnostico.

Os testes sorologicos, mesmo sendo muito utilizados apresentam alguns
problemas, pois: a reativagio nem sempre ¢ acompanhada por mudangas nos
niveis de anticorpos, a presenga de IgM ndo € necessariamente indicativa de
infecgdo recente, € a detecgdo das imunoglobulinas 1gG € IgM pode ser
dificultada em recém-nascidos congenitamente infectados e em pacientes
severamente imunocomprometidos (HOLLIMAN, 1994). Algumas destas
dificuldades ocorrem devido a0s resultados falso-positivos € falso-negativos que
acometem particularmente estes pacientes cuja producdo de anticorpos,
demonstraveis pelo organismo do hospedeiro, pode estar comprometida

(ARAUIJO and REMINGTON, 1980).



Técnicas de Biologia Molecular como 0 "Southern Blotting" € PCR
("polymerase chain reaction") também tém sido desenvolvidas com O intuito de
possibilitar resultados mais especificos e de maijor rapidez em pacientes
imunocomprometidos (LAVRARD et al., 1995).

O "Southern Blotting" ¢ uma das mais valiosas técnicas para 2
identificagdo de genes clonados; foi descoberta por E. M. Southern e explora as
propriedades do gel de eletroforese € do filtro de nitrocelulose. Resumidamente,
este método consiste no isolamento do DNA, clivagem do mesmo com enzimas
de restrigio e posterior separagio dos fragmentos por eletroforese; estes
fragmentos séo entdo iransferidos para um papel de nitrocelulose que € entao
encubado com sonda marcada radioativamente ¢ finalmente utiliza-se uma
autoradiografia para localizar o DNA marcado (SUZUKl et al., 1989).

O método PCR ¢ uma ferramenta Molecular importante € pode ter uma
aplicagdo similar ao "Southern blot" contudo, a maior vantagem do PCR € que
ele ¢ tdo sensivel, que uma Gnica molécula de DNA pode ser amplificada
(INNIS et al., 1990; ERLICH et al., 1991; REY, 1992; LEWIN,1997). Esta
técnica envolve interagdes cinéticas complexas entre O DNA alvo, o DNA
produto, marcadores de oligonucleotideos (polimeros compostos de 10 a 30
nucleotideos), dNTPs (desoxinucleotideo trifosfato), tampao € DNA polimerase,
que se modificam durante o curso da reacao (KEOHAVONG and THILLY,
1989, SAMBROOK et al., 1989).

O PCR n@o possul um protocolo unico de execucdo, sendo assim para
cada nova situac@o ha necessidade de se otimizar 0 processo; esta otimizagao
consiste na variagdo de alguns dos componentes do PCR: concentragdo da Taq
DNA polimerase, concentragdo de dNTPs (desoxinucleotideo trifosfato),
concentrag@o de Mg?* (fon magnésio), tampao Tris-HCI, duragdo ¢ varia¢do de
temperatura para desnaturagdo, anelamento € extensdo das fitas de DNA (INNIS

et al., 1990).



Com rela¢do a utilizagdo do PCR no diagnostico laboratorial aplicado a
doengas causadas por agentes infecciosos, BURG et al. (1989) e SAVVA and
HOLLIMAN. (1990) descreveram o uso do PCR na detec¢do de Toxoplasma
gondii; WATERS and McCUTCHAN (1990) e SCHRIEFER et al. (1991) para a
detec¢do de Plasmodium falciparum e SHIKANAI-YASUDA et al. (1996) para
a deteccdo de Trypanosoma cruzi.

Ap6s a amplificagdo por PCR o método LIS-SSCP ("Low Ionic Strength
— Single-stranded Conformation Polymorphism") pode ser utilizado como uma
ferramenta auxiliar na verificagdo de possiveis mutagdes do produto amplificado
(MARUYA et al., 1996; LEWIN, 1997).

O método SSCP, descoberto primeiramente por ORITA et al. (1989)
baseia-se na mobilidade de uma unica banda de &cido nucleico num gel ndo
desnaturante de poliacrilamida em eletroforese, onde mutagdes nas sequéncias,
pelos efeitos na migragdo de pequenos fragmentos de ( DNA ("single-stranded
DNA"), podem ser detectadas (FUJITA and KIYAMA, 1995; KIYAMA and
FUJITA, 1996). A grande diferenga entre o método SSCP e o método LIS-
SSCP € que o segundo ndo utiliza formamida, mas sim sacarose ¢ € corado pela
prata e ndo por brometo de etideo.

Depois do produto ter corrido num gel de poliacrilamida, € entdo
empregada a colorago pela prata no reconhecimento e na revelagdo das bandas

simples de DNA (,DNA ) (MARUYA et al., 1996).



2-OBJETIVO

O presente trabalho se propds a analisar, pelo método PCR-LIS-SSCP, a
seqiiéncia TGR1E das cepas RH e P de Toxoplasma gondii.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-TIPOS DE CEPAS

Cepas RH e P de Toxoplasma gondii foram utilizadas e sa0 mantidas no
laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia desde 1982 e
1995 respectivamente. As do tipo RH foram obtidas de exudato peritonial de
camundongos Swiss inoculados com taquizoitas por via intraperitonial por 72
horas. As do tipo P foram obtidas de cérebros de camundongos Swiss
inoculados com bradizoitas por via oral com 60 dias de incubag¢@o. As cepas sao
diferenciadas pelo tempo que demoram para levar o camundongo & morte e pela
tendéncia maior ou menor de encistamento; a cepa RH é a mais virulenta,

enquanto que a cepa P tem maior prevaléncia no encistamento.

3.2-OBTENCAO DE PARASITAS

Para a extragdo da cepa RH foram utilizados 4 camundongos Swiss e para

a cepa P foram utilizados 2 camundongos Swiss.
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3.2.1-TAQUIZOITAS (Cepa RH)

O exudato peritonial foi centrifugado em baixa rotagao (2000 rpm) por 5
minutos e o "pellet" desprezado. Foi adicionado 10 ml de tampao PBS (solugdo
salina fosfatada) - 0.01 M, pH 7 2 e retornado & centrifuga refrigerada em alta
rotagdo (13000 rpm) por 15 minutos; o sobrenadante foi desprezado € 0 "pellet"
utilizado. Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes. Apbs as lavagens,

as amostras foram congeladas a =7 0°C e devidamente rotuladas € datadas.

3.2.2-BRADIZOITAS (Cepa P)

Camundongos Swiss com 60 dias de incubagdo foram sacrificados € 0s
cérebros retirados. Os cérebros foram primeiramente lavados por 3 vezes com
tampdo PBS e entdo macerados com pistilo; foram passados 3 vezes por uma
seringa e apOs por uma agulha (n>25x6) também por 3 vezes. O liquido foi
centrifugado por 3 vezes com PRBS em alta rotagéo (13000 rpm) por 10 minutos,
sendo desprezado somente O sobrenadante. Apos as lavagens, O "pellet" foi
ressuspendido em PBS resultando assim num volume total de 5 ml. Para a
verificagdo da presenga dos cistos, uma amostra do produto foi analisada ao

microscopio optico e utilizada imediatamente.
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3.3-PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

3.3.1-TAQUIZOITAS (Cepa RH)

O exudato foi descongelado a temperatura ambiente, passado para um
tubo tipo Eppendorf de 1.5 ml e centrifugado com tampéo TE (Tris-HCl 10 mM
pH 8.0; EDTA 0,1 mM) por 2 minutos a 8000 rpm por 2 vezes. Adicionou-se
ao "pellet", 98 ul de tampao TE e 2 pl de proteinase K (Proteinase K (SIGMA);
Tris 10 mM; EDTA 0.1 mM) e colocado em banho-maria a 50°C por 2 horas.
Apbs, foi adicionado 30 ul de cloroférmio e centrifugado em alta rotagdo (13000
rpm) por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um Eppendorf de
500pl e uma pequena amostra foi corrida num gel de agarose 0.8% para verificar
a presenca de DNA. Apos a verificagdo, a amostra foi deixada a 95°C por 15

minutos para que a proteinase K fosse desativada.

3.3.2-BRADIZOITAS (Cepa P)

O material em solu¢do foi transferido para um Eppendorf de 2ml,
centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos e descartado o sobrenadante; 1 ml de
material em solugdo foi adicionado, centrifugado e assim sucessivamente até
que o volume do "pellet” fosse reduzido a 0.5 ml. Foi adicionado 800 pl de
tampdo de lise gelado, o Eppendorf agitado e incubado no gelo por 10 minutos;
sendo, entdo, centrifugado a 8000 rpm por 2 minutos € O sobrenadante
descartado. Foi adicionado 500 ul do tampao de lise gelado (Tris-HC1 1 M, pH
7.5; Sacarose 1.28 M; MgCl, 1M; Triton X-100 20%; H,O "Milli Q") diluido
2%, sendo o "pellet" ressuspendido e incubado por 10 minutos no gelo. O
material foi entdo centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante

descartado; a lavagem foi repetida por mais 3 vezes, 2 vezes para que O material
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ficasse livre de hemoglobina ¢ 1 vez com tampdo TE. Adicionou-se 200 pl de
tampdo de extragao (Tris-HC1 1M, pH 7.5; Guanidina SM; H,0 "Milli Q") € 0
"pellet" foi ressuspendido totalmente e incubado a 55°C por 2 horas em banho-
maria. Foi adicionado 100 ul de tampdo de precipitagao (Tris-HC1 1M, pH 7.5;
Acetato de amdnia 1.225M; HO "Milli Q"), o Eppendorf agitado suavemente €
incubado por 30 minutos no gelo. Apos, adicionou-se 300 pl de isopropanol,
agitou-se suavemente o tubo e incubado no gelo por 10 minutos. Foi, entdo,
centrifugado a 10000 rpm por 2 minutos para sedimentar O DNA; o
sobrenadante foi descartado e 0 "pellet” centrifugado por 2 vezes em etanol 70%
a 8000 rpm por 2 minutos. O "pellet" foi deixado para secar "overnight" com 0
tubo aberto sobre um papel de filtro. Foi entfio diluido em 800 p 1 de tampdo de
diluicdo Tris-borato EDTA (Tris-HCI 1M, pH7.5; EDTA; H,O "MilliQ") 2 x e
incubado em banho-maria por 4 horas para que o "pellet” fosse dissolvido. Uma
amostra deste produto foi corrida em gel de agarose 0.8% para verificar a

presenca de DNA.
3.4-REACAO DE AMPLIFICACAO PELO METODO PCR

Para a amplificacio por PCR foram utilizados os primers (T1) e (T2)
cujas seqiiéncias sdo respectivamente 5’-
TCCCTACGTGGTGCCGCATTGCCT (posicdo 28 2 55) e S-
ATGGTCCGGCCGGTGTATGATATGCGAT (posigdo 218 a 194) da
seqiiéncia TGRIE - 191 bp (LAMORIL et al., 1996). A mistura para a

amplificagdo foi feita com 1 pl de cada primer em 30 ul de solugéo contendo 0.8
unidades de Tag DNA polimerase (1w/pl), 0,6 pl de dNTPs 100 mM (10 ul de A
+10 ulde T+ 10 plde C + 10 ul de G + 60 pl de H,0 "Milli Q") e 3 pl de
tampdo da Tag concentragdo 10x (KCl, 10 mM; MgCl, 1,5 mM), perfazendo

um total de 6,4 pl para cada reagdo e 38,4 ul no total de 6 reagbes. Foram
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utilizadas 6 amostras numeradas de 1 a 6: amostras de numeros 1 e 2 de
taquizoitas (cepa RH), amostras de numeros 3 ¢ 4 de bradizoitas (cepa P) e
amostras de numeros 5 € 6 corresponderam ao controle negativo que continha
DNA humano; a variagdo deu-se apenas na concentracdo molar de MgC b,

Para as amostras de numero 1,3e¢eda concentragdo de MgCl, foi de 1.5
mM e para as amostras de nimeros 2. 4 e 6 a concentragdo de MgCl, foi de 2.5
mM; a quantidade de DNA utilizada foi de 50 ng/ul isto €: 2 pl de cada amostra
de Toxoplasma gondii (1, 2,3 e 4) e 8 pl de cada amostra de DNA humano (5 €
6); e a quantidade de H,0 foi de 21,6 ul para as amostras 1 ¢ 3; 18,6 pl para as
amostras 2 e 4 e para as amostras de numero 5 e 6 foram 15,6 ul e 12,6 ul
respectivamente.

As reagles foram realizadas em um "Mini Cycler PTC 150™" (MJ
Research, INC.) de acordo com © protocolo modificado de LAMORIL et al.
(1996) nas seguintes condicdes: cinco minutos a 95°C, seguido de 36 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos €
extensdo a 72°C por 30 segundos; com a temperatura mantida constante a 72°C
por mais 30 segundos e finalizando-o com uma temperatura de 4°C.

Os produtos do PCR correram pot 50 minutos em um gel de agarose 2%
(temperatura ambiente) a 100V - corrente variavel e foram visualizados por
coloracdo com brometo de etideo. Foram escolhidas duas amostras — uma
amostra de cada cepa - com melhor defini¢do para a realizacdo do método LIS-

SSCP.

3.5.METODO DE DETECCAO DE MUTACOES - LIS-SSCP

Foram adicionados 1,5 e 2,0 ul de cada amostra de produto amplificado

em 18,5 e 18 pl, respectivamente de solucdo de LIS (Sacarose 10%; Azul de
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bromofenol 0,01%; Xilenocianol 0,01%), resultando portanto num volume final
de 20 ul; esta mistura foi encubada por 5 minutos a 97°C em um
"Programmable Thermal Controler PTC 100™" (MJ Research, INC). Para a
caracterizacdo do perfil eletroforético foram aplicados 8 pl desta mistura em um
gel de Poliacrilamida 12% (Acrilamida 30% - Acrilamida 14,21 g, Bisacrilamida
0,79 g, H,0 50 ml - Persulfato 10%; TEMED; TBE; H,0 "™illi Q"). O gel foi
colocado entre duas placas de vidro com espagadores de 0.5 mm; posteriormente
a aplicagdo deste, foi colocado um pente para a formagao dos pogos de aplicagdo
das amostras, apdés a polimerizacdo 0 gel foi condicionado em uma cuba
vertical; as amostras foram aplicadas e a corrida por 2 horas deu-se a 15 mA-
voltagem oscilante. O tampdo utilizado foi o TBE (Tris 0,44M; Ac. Bérico
0,44M; EDTA 10mM; H,0 "Milli Q") 1x e ap6s a corrida, o método de

coloragdo pela prata foi empregado.
3.5.1-COLORACAO PELA PRATA

O gel foi fixado em solugdo de Acido Acético 10% por 10 minutos;
lavado com H,O "Milli Q" duas vezes por 7 minutos cada vez; emergido em
solugdo de Nitrato de Prata 0.012 M (200 mg/100 ml H,0) e Formalina 0.056 M
(150 pl de formaldeido/100 ml de H,O) por 20 minutos; lavado duas vezes por
30 segundos cada vez com H,O "Milli Q"; revelado com solugio gelada ( 8°C)
de Carbonato de Sédio 0,28 M (3 g/100 ml H,0), Formalina 0,056 M e 20 pul de
Tiossulfato 4 pM (10 mg/100 ml H,0) até o aparecimento das bandas e a reagéo

foi interrompida com solugdo de Acido Acético 10% por 5 minutos.
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4-RESULTADOS

4.1-AMPLIFICACAO POR PCR

A Figura 1 apresenta 0S resultados da amplificac@o por PCR num gel de
agarose 2% onde a variacdo de MgClh, foi analisada; um marcador de tamanho
de DNA foi utilizado para verificar 0 tamanho do fragmento e demonstrou que O

mesmo corresponde a 191 bp.

A vizualizagdo das amostras de numero 1 (cepa RH de taquizoitas),
namero 3 (cepa P de bradizoitas) e nimero 5 (controle negativo - DNA humano)

apresentaram melhor defini¢do com a concentragao de 1,5 mM de MgCl.

4.2-METODO LIS-SSCP

A Figura 2, um gel de poliacrilamida 12%, demonstra que a eficiéncia do
método foi maior quando utilizado 1,5 pl de material amplificado para 18,5 wl
de solugdo LIS - amostras 1A e 3A - taquizoitas (cepa RH) e bradizoftas (cepa
P) respectivamente; 0 DNA humano, utilizado como controle negativo no

experimento anterior, ndo foi utilizado neste procedimento, pois a fungdo deste
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método é comparar somente as cepas RH ¢ P do Toxoplasma gondii. O gel
demonstrou também que as cepas RH e P ndo possuem polimorfismo no

segmento analisado - TGRI1E.
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Figura 1. Amostras de diferentes cepas (RH e P) de Ti oxoplasma gondii ém um
gel de agarose 2% para visualizar a amplificagdo por PCR. M - marcador de
tamanho (bp); amostras 1 e 2 - taquizoitas (cepa RH), 3 € 4 bradizoitas (cepa P),
5 e 6 - controle negativo (DNA humano). Amostras 1, 3 € 5-1,5 mM de
MgCl,; amostras 2, 4e6-2,5mM de MgCl.
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Figura 2. Amostras das cepas RH e P de T. gondii em um gel de poliacrilamida

12% para verificar a migragao de fitas simples de DNA (<DNA). Amostras 1A e
3A - 1,5 ul de produto amplificado + 18,5 pl de solugdo de LIS; amostras 1B e

3B - 2,0 pl de produto amplificado + 18 pl de solugéo de LIS. Amostras 1 (cepa
RH), amostras 3 (cepa P) de T. gondii.
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5-DISCUSSAO

O genoma do hospedeiro é de extrema importancia na determinagdo da
susceptibilidade e na severidade da infecgdo pelo Ti oxoplasma gondii segundo
McLEOD et al. (1989); entretanto, estudos comprovam que além das
caracteristicas genéticas do hospedeiro, o genotipo do parasita também pode
influenciar na severidade da doenga ( SIBLEY and BOOTHROYD, 1992;
SUZUKI and JOH, 1994; HOWE and SIBLEY, 1995; HOWE e al., 1996).

Contudo, a patogenicidade de T. gondii também pode ser influenciada
pelas diferentes vias de inoculagdo e pelo estagio do ciclo de vida do parasita
(SUZUKI et al., 1993).

Desta forma, um estudo mais aprimorado deve ser realizado enfocando
ndo apenas o ciclo vital e as vias de transmissdo, mas também a caracterizagdo €
a viruléncia das diferentes cepas de T. gondii. O diagnostico é de extrema
importancia na detecglo precoce € no inicio do tratamento, e o estudo da
viruléncia por estar relacionado a uma patogenicidade mais "branda" ou mais
"acentuada" (HOWE et al., 1996).

Com relacdo ao diagndstico, o PCR tem se mostrado um método
relativamente eficaz na caracterizagio de diferentes estagios e formas de
toxoplasmose (CAZENAVE et al., 1990; CASENAVE et al., 1991; JAMES
et al., 1996; LAMORIL et al., 1996).
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O potencial do método PCR baseia-se no fato de que produtos de um ciclo
de replicagio servem como reagentes para a préxima etapa, isto ¢ cada ciclo
sucessivo essencialmente dobra a quantidade de DNA sintetizado no ciclo
anterior, o que resulta numa acumulagio exponencial para o DNA reagente
especifico em aproximadamente 2", onde n ¢ o nimero de ciclos (INNIS et al.,
1990).

Neste estudo, a especificidade do método PCR ficou comprovada na
amplificagdo - identificagio de Toxoplasma gondii para ambas as cepas-RH ¢ P
(como mostrado na Fig. 1) e a concentragdo de 1,5 mM de MgCl, se mostrou
mais eficaz, pois ndo houve o aparecimento de bandas inespecificas como
encontrado com a concentragdo de 2,5 mM (Figura 1).

O aparecimento destas bandas inespecificas pode ter sido ocasionado pela
forte influéncia que o fon magnésio tem em muitos passos do PCR, como por
exemplo: anelamento dos "primers", temperatura de dissociagio do DNA
reagente e produto do PCR, especificidade do produto, formagao dos "primer -
dimer" e fidelidade na atividade enzimatica.

O excesso de Mg®" estimula a produgao de produtos ndo especificos
enquanto que quantidades insuficientes deste mesmo fon reduzem o rendimento.

A taqg DNA polimerase, enzima fundamental neste processo, necessita de
Mg’" livre ndo apenas na ligagdo com o DNA alvo, mas também na ligagdo com
os "primers" e com o dNTPs; por conseguinte, os protocolos para o PCR devem
conter de 0.5 a 2.5 mM de Mg™" sobre o total da concentragio de dNTP.
Contudo, a presenga de EDTA no estoque dos "primers" ou mesmo no DNA
reagente, também pode interferir na otimizagdo da concentragao de
Mg (INNIS et al., 1990).

Com relagdo 2 andlise de polimorfismo, métodos de isoenzima e RFLP
("Restriction fragment lengh polymorphism") tém sido utilizados na distingéo de

linhagens clonais de Toxoplasma gondii com o objetivo de caracterizar se as
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cepas analisadas s3o ou ndo geneticamente similares (DARDE et al., 1992;
CRISTINA et al., 1995).

Apesar de a alta viruléncia nas cepas de Toxoplasma gondii compreender
menos que 10% das cepas encontradas na natureza, estas atingem uma por¢do
substancial de pacientes com AIDS e toxoplasmose congénita (19 e 27%
respectivamente) (HOWE and SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1996).

Assim sendo, identificagdo de fatores genéticos envolvidos com a
viruléncia das cepas pode fornecer a compreensdo sobre a patologia associada
ndio somente com a toxoplasmose aguda, mas também com a forma cronica da
doenga.

A combinagéo da Genética Classica e Molecular possibilita analises mais
aprofundadas sobre a caracterizacdo das diferentes cepas de Toxoplasma gondii;
atualmente, o método LIS-SSCP é o mais utilizado na detecgdo de mutagdes.

O técnica LIS-SSCP ¢é uma versdo aperfeigoada do SSCP; o primeiro
proporciona vantagens Omo: maior nitidez na vizualizagdo das bandas, maior
estabilidade na formagdo do ;DNA, coloragdo pela prata ao invés de brometo de
etideo, maior praticidade na deteccdo laboratorial de mutagdes € aberragoes
genéticas em diferentes areas, dentre outras (MARUYA et al., 1996).

Neste estudo, o procedimento LIS-SSCP foi utilizado na analise do
fragmento TGR1E de Toxoplasma gondii. A Figura 2 mostrou equivaléncia
entre as cepas RH e P para o fragmento analisado (TGR1E).

O perfil das bandas (Fig.2) caracterizou auséncia de polimorfismo no
fragmento TGRI1E de ambas as cepas, demonstrando que o gene que caracteriza
uma viruléncia maior ou menor provavelmente nio esta localizado neste
fragmento, pois este se mostrou com a mesma mobilidade eletroforética nas

cepas analisadas.
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6-CONCLUSAO

Pelas analises obtidas com o método PCR, verificou-se que a utilizacdo
dos primers T1 - T2 e MgCl, na concentragdo de 1,5 mM, evidenciaram uma
boa amplificagdo para taquizoitas (cepa RH) e bradizoitas (cepa P) de

Toxoplasma gondii, considerando-os como condigdes otimizadas no laboratorio.

O método LIS-SSCP mostrou-se capaz de caracterizar a auséncia de
polimorfismo no fragmento TGRIE de taquizoitas (cepa RH) e bradizoitas (cepa

P) de Toxoplasma gondii.
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