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1. INTRODUCAO

A toxocariase € um problema de saude publica incluida no contexto das
doencas negligenciadas. Esta zoonose € causada por parasitos descritos no Filo
Nematoda, sendo as principais espécies relacionadas a infecgdo Toxocara canis
e Toxocara cati (POULSEN et al., 2015). A toxocariase é uma infec¢do acidental
ocorrente no homem e outros hospedeiros paraténicos, portanto a sintomatologia
clinica € muito diversificada, incluindo casos assintomaticos, toxocariase visceral
e toxocariase ocular (BROUCKE et al, 2015).

O diagnéstico atualmente é realizado através de analise conjunta dos dados
clinico-epidemioldgicos, associados a contagem de eosindfilos e a detecgédo de
imunoglobulinas especificas da classe G (WATTHANAKULPANICH, 2010).

O diagndstico baseado em metodologias imunoldgicas € complexo no que se
refere as reagdes cruzadas inespecificas. Assim, € necessario que se faca
adsorgao prévia dos soros com antigenos somaticos de Ascaris spp., pois alguns
anticorpos do hospedeiro podem reconhecer epitopos antigénicos semelhantes a
outras espécies de ascarideos (SAHU et al, 2013, JIN et al., 2013).

As vantagens dos testes moleculares seriam a elevada sensibilidade,
podendo detectar quantidades muito pequenas de DNA e alta especificidade, pois
na técnica de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) sao utilizados oligbmeros
especificos para o genoma parasitario em questdo. Alguns estudos com intuito de
detectar DNA de T. canis em modelos experimentais ja foram realizados, porém,
€ necessario que novas pesquisas sejam realizadas no que se refere a
padronizagao de técnicas viaveis para uso rotineiro em laboratérios clinicos
(DURANT et al., 2012, ZIBAEI et al., 2013).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi comparar dois métodos de
extracdo de DNA de larvas de Toxocara canis, e constatar o método mais
adequado por meio da técnica de PCR convencional para uso como controle
positivo no diagnéstico molecular da toxocariase.

2. METODOLOGIA
2.1. Obtencgao dos ovos e extragao das larvas de Toxocara canis

Ovos foram coletados de fémeas de T. canis, colocados em formalina a 2%
e incubados em estufa BOD por 28° C, por 30 dias para o embrionamento (AVILA
et al.,, 2012). A técnica para a extracdo e o cultivo das larvas foi realizada de
acordo com DE SAVIGNY (1975) e AVILA (2013).
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2.3. Contagem das larvas e extragao de DNA genémico

Aproximadamente 20 larvas foram utilizadas para procedimento de extragéo
de DNA através do kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega®) e
também pelo método in house com Fenol/Cloroférmio (SAMBROOK et al, 2001).
Ambas as técnicas foram realizadas utilizando larvas viaveis.

2.4. Reacao em Cadeia da Polimerase convencional e Eletroforese

Para amplificagdo de DNA foram utilizados oligoiniciadores (F: 9%
GGCTAAGCCATGCATGTC 3, R: 5 ACTTGATAGACACGTCGCC 3’) especificos
do gene 18s RNA ribossémico (PINELLI et al., 2013).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL
contendo: 3 yL de DNA gendmico (molde), 0,5 pyL de cada oligbmero iniciador a
10 pmol/pL, 0,5 yL ANTPS, 1U de Taqg Dna Polimerase, 5 yL de tampao Flexi
Buffer (56X), 2 yL de MgCl, a 25 yM (Promega®) e 13,3 yL de agua livre de
RNase/DNase (Sigma®). As temperaturas foram as seguintes: desnaturagao a 95
°C por 10 min, seguida de 45 ciclos com desnaturacdo a 95 °C por 10 s,
anelamento a 58 °C por 20 s e extensdo a 72 °C por 20 s, usando um
termociclador (Amplitherm — Thermal Cycles), mantendo, apdés os ciclos, a
temperatura de 4 °C. Como controles (positivo e negativo) foram utilizados DNA
obtido de parasito adulto e agua, respectivamente.

A eletroforese foi realizada com volume final de 8 pL em gel de agarose a
2%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel com os dois métodos utilizados realizar a extragdo de DNA de
Toxocara canis, o que foi comprovado através da amplificacdo de sequéncia
genbmica do parasito pela técnica de PCR e visualizagdo dos amplicons em gel
de agarose a 2% (Figura 1).

Com a comparagao dos métodos, foi observado que o Kit comercial
demanda um menor tempo de execugao da técnica e garante uma boa extracao.
A utilizagdo de DNA, extraido direto das larvas do parasito foi de suma
importancia para a comprovacgao da especificidade da técnica aplicada, indicando
que os oligbmeros utilizados sdo adequados. A partir dos dados obtidos, sera
possivel padronizar a técnica para deteccdo de DNA do parasito no sangue e em
orgaos de animais modelos, infectados experimentalmente, permitindo sua
aplicagdo para o diagndstico da toxocariase.

Embora alguns trabalhos mencionem a importancia de realizar uma
maceragao mecanica pré-extracao de DNA (MESQUITA et al., 2001; SCORSATO
& TELLES, 2011; JEDDI et al., 2013), a utilizagdo de pérolas de vidro para
maceracgao das larvas ndo se mostrou necessaria.

O kit comercial e o método do fenol/cloroférmio mostraram-se adequados em
degradar a cuticula e romper as membranas celulares das larvas, permitindo uma
boa extragcdo de DNA gendmico como pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 — Produtos da amplificagdo de DNA de larvas de Toxocara canis (PCR)
em gel de agarose 2%. (M) Marcador de peso molecular 1Kb plus; (1-2) Extragao
com Kit comercial; (3-4) Extragdo com Fenol/Cloroférmio; (5) DNA de T. canis
adulto (6) Controle negativo

4. CONCLUSOES

Ambas as técnicas foram eficientes para extracdo de DNA gendmico das
larvas de Toxocara canis, entretanto o método do fenol/cloroférmio demanda
maior tempo de execucgao, o que torna o kit comercial mais eficiente.
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