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1. INTRODUCAO

A toxocariase € uma zoonose, sendo as duas principais espécies ligadas a
infeccdo Toxocara canis e Toxocara cati (POULSEN et al., 2015). A infeccdo em
humanos ocorre principalmente através de ovos embrionados que séo ingeridos
junto a agua e alimentos contaminados (VIEIRA et al., 2013). As criancas sao
mais susceptiveis a infeccdo por T. canis (GUILHERME et al., 2013),
principalmente devido ao contato com ovos larvados em areas de recreacao,
parques, pragas e caixas de areia (DESPOMMIER, 2003).

No homem, que € um hospedeiro acidental, os quadros clinicos sdo bem
variaveis, podendo ser assintométicos ou graves. Alguns fatores podem ser
responsaveis pela manifestacdo clinica da parasitose, dentre eles, idade do
individuo, 6rgéos afetados e quantidade de larvas nos tecidos (DESPOMMIER,
2003). A patologia pode se dar em nivel visceral, descrita como sindrome da larva
migrans visceral (LMV), nos olhos, larva migrans ocular (LMO), e no sistema
nervoso (toxocariase neurolégica), podendo ainda ser assintomatica (toxocariase
oculta) (MAIZELS et al., 2006).

As técnicas imunosorolégicas sdo as mais utilizadas para o diagnostico
laboratorial da toxocariase, porém podem ocorrer diversas reacdes cruzadas com
outros parasitos da superfamilia Ascaroidea (JIN et al., 2013). Testes
imunolégicos que garantem maior especificidade quanto ao Toxocara utilizam
antigenos de excrecado e secrecdo de larvas (TES) e séo realizados por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) com a confirmacdo feita por Western blotting
(MAGNAVAL et al.,, 1991). Porém, também existe a possibilidade de ocorrer
reacOes cruzadas com outros antigenos (SAHU et al., 2013).

Por isso, técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para identificacédo
de espécies de Toxocara em varios tipos de amostras (FOGT-WYRWAS et al.,
2007; ZHU et al.,, 2001). Técnicas baseadas em Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) tém sido utilizadas para a identificacdo e diferenciacdo de
Toxocara spp. (DURANT et al.,, 2012). Com isso, o0 objetivo deste trabalho foi
padronizar a metodologia de extracdo e de amplificacdo de DNA de larvas
isoladas e junto a tecidos de camundongos e avaliar o potencial da técnica de
PCR para o diagnostico da toxocariase.

2. METODOLOGIA

Os ovos de T. canis foram coletados da tuba uterina de fémeas adultas do
parasito, apds foram mantidos em cultivo em solu¢cdo de formalina a 2% e
incubados em estufa BOD a 28° C, por 30 dias, sob aeracfes diarias para haver o
embrionamento. ApOs as larvas (L3) foram extraidas através da técnica de
Baermann modificada (DE SAVIGNY, 1975;). Para extracdo do DNA as larvas
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foram quantificadas e aliquotas de 500, 100, 50, 25, 10 e 5 larvas e um adulto foi
utilizado como controle positivo. ApGs foi feita a extragcdo de DNA de amostras de
tecidos de um camundongo swiss fémea contaminadas com larvas de T. canis,
para avaliar a capacidade da técnica de identificar o DNA do parasito junto ao
DNA do hospedeiro. Para que houvesse o conhecimento da quantidade de larvas
no tecido, o animal ndo foi inoculado com larvas de T. canis, portanto o
experimento teve o seguinte delineamento: apos a eutanasia, o enceéfalo, pulméo
e figado foram coletados, e cada érgao foi igualmente dividido em duas partes,
sendo uma utilizada como teste e a outra como controle negativo. Os 0rgaos
foram mecanicamente macerados e foram adicionadas 100 larvas de T. canis a
metade do macerado de figado, pulméo e encéfalo (Teste) e na outra metade de
cada 6rgao ndo foi realizada nenhuma intervencao (controle negativo). A extracao
de DNA deu-se através do kit comercial Wizard Genomic DNA Purification
(Promega®) com modificagbes. Para amplificagdo de DNA foram utilizados dois
oligoiniciadores da regido inter gene (ITS-2) de DNA ribossémico, construido por
Jacobs et al. (1997). As reagOes de amplificacdo foram realizadas em um volume
final de 50uL. As temperaturas foram as seguintes: desnaturacdo a 95 °C por 5
min, seguida de 30 ciclos com desnaturagao a 95 °C por 30 s, anelamento a 55
°C por 30 s, extensdo a 72 °C por 30 s, seguido por mais 7 min, usando um
termociclador (Amplitherm — ThermalCycles), mantendo, apés os ciclos, a
temperatura de 4 °C. A eletroforese foi realizada com volume final de 8 uL em gel
de agarose a 2%.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA — 7921).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada a amplificacdo dos produtos de PCR no tamanho esperado
nas amostras de 500, 100, 50, 25, 10 e 5 larvas e na do adulto de T. canis, (figura
1), sendo comprovada através da observacdo dos amplicons em gel de agarose a
2%, indicando que a metodologia de extracdo e amplificacdo de larvas de T. canis
foi adequadamente padronizada. Outros estudos ja usaram técnicas moleculares
para identificacdo de espécies de Toxocara, a partir de ovos presentes no solo
(FOGT-WYRWAS et al, 2007), porém, no presente estudo foi utilizado larvas,
indicando a capacidade da técnica de identificacdo, ndo apenas a presenca do
parasito no ambiente, mas também nos tecidos de animais.

Como foi estabelecido um protocolo para extracdo e amplificacdo do DNA
das larvas de T. canis, usando assim um controle positivo adequado, foram
iniciados os procedimentos para padronizacdo do protocolo de identificagdo do
DNA de T. canis junto a amostras de tecidos de camundongo. Foi possivel
observar a amplificacdo de DNA do respectivo parasito no encéfalo, pulméo e
figado contaminados com 100 larvas de T. canis (figura 2). Ja nas amostras de
controle negativo nao foi observada nenhuma amplificagcdo dos produtos de PCR,
demonstrando a especificidade do primer utilizado (JACOBS, 1997) e
corroborando com a hip6tese de que esta técnica pode ser uma alternativa
diagnéstica (PINELLI et al., 2013).

Assim do mesmo modo que a técnica de PCR tem um forte potencial para
ser utilizada como forma de diagnostico para Angiostrongylus costaricensis (DA
SILVA et al., 2003), nossos dados indicam a possibilidade de utilizar essa técnica
como alternativa diagnostica para toxocariase, pois foi constatada a amplificacao
do DNA de apenas 100 larvas junto aos tecidos de camundongo e de 5 larvas
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quando processadas isoladamente, o que nos mostra que o protocolo adotado
permite detectar uma pequena quantidade de DNA de T. canis.

Figura 1: Produtos da amplificacdo de DNA (PCR) de Toxocara canis em gel de agarose 2%: (M)
Marcador molecular; (1) Adulto; (2) 500 larvas; (3) 100 larvas; (4) 50 larvas; (5) 25 larvas; (6) 10
larvas; (7) 5 larvas; (8) Branco.

Figura 2: Produtos da amplificacdo de DNA (PCR) de Toxocara canis em gel de agarose 2%: (M)
Marcador molecular; (1) figado + 100 larvas; (2) encéfalo + 100 larvas; (3) pulméo + 100 larvas; (4)
Branco.

4., CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram uma adequada amplificacdo de
DNA de T. canis para os objetivos propostos, indicando o potencial da técnica de
PCR para diagnostico, no entanto, sdo necessarios mais estudos, como a
realizacdo de infeccdo experimental de modelos animais para avaliar a acuracia
da reacéo para fins diagnosticos.
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